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AI Cisteinska proteza katepsin X je pomemben dejavnik v degenerativnih procesih 
tekom normalnega staranja in v nevrodegenerativnih boleznih. Parkinsonova 
bolezen (PB) je pogosta nevrodegenerativna bolezen, za katero je značilen propad 
nigrostiatnih dopaminskih nevronov. V naši študiji smo raziskali vpliv 
nevrotoksina 6-hidroksidopamina (6-OHDA) na nivo izražanja katepsina X v 
črnem jedru in striatumu na podganjem modelu za PB. V nigrostriatno pot 
podganjih možganov smo unilateralno injicirali 6-OHDA in živali žrtvovali v 
različnih časovnih razmikih. Z metodo imunohistokemije smo dokazali povečano 
izražanje proteina katepsina X v črnem jedru 12, 24 in 48 ur po injiciranju 6-
OHDA in s prenosom western dokazali povečan nivo izražanja proteina katepsina 
X v striatumu 12 ur po injiciranju 6-OHDA. Z dvojnim imunofluorescenčnim 
barvanjem smo 12 ur po injiciranju 6-OHDA dokazali katepsin X v dopaminskih 
celicah, 48 ur po injiciranju 6-OHDA pa ugotovili visok nivo katepsina X v 
lizosomih. Opazili smo tudi povečan nivo izražanja in aktivnosti encima 
katepsina X v črnem jedru 4 tedne po injiciranju 6-OHDA, pri čemer 
predpostavljamo, da gre za vnetni odziv povezan z nevrodegeneracijo. Naši 
rezultati se skladajo z domnevo, da ima katepsin X vlogo v patološkem procesu 
propadanja živčnih celic. Izsledki raziskave potrjujejo rezultate študije narejene 
na celičnih kulturah. S tem smo uspešno prenesli predhodne in vitro raziskave na 
in vivo model.  
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is a common neurodegenerative disease characterized by a degeneration of 
nigrostriatal dopaminergic neurons. In our study we investigated an influence of 
neurotoxin 6-hydroxydopamine (6-OHDA) on the level of protein cathepsin X in 
substantia nigra and striatum on a rat model of PD. We unilaterally injected 6-
OHDA into nigrostriatal pathway of rat brain. Animals were later sacrificed at 
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determined upregulation of protein level of cathepsin X in substantia nigra 12, 24 
and 48 h after the injection of 6-OHDA  and with Western blot analysis we 
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level of cathepsin X in lysosomes at 48 h after treatment with 6-OHDA. We also 
noticed an upregulation of cathepsin X at 4 weeks for which we are assuming it 
is a consequence of neurodegeneration induced by inflammation. Our results are 
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SEZNAM OKRAJŠAV V BESEDILU 
 
6-OHDA 6-hidroksidopamin (angl. 6-hydroxydopamine) 
AB Alzheimerjeva bolezen 
Abz 2-aminobenzojska kislina (angl. 2-aminobenzoic acid) 
AK aminokislina 
ANOVA  analiza variance (angl. analysis of variance) 
Asn asparagin 
BSA goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
Cis cistin 
DAB 3,3'-diaminobenzidin (angl. 3,3' diaminobenzidine) 
DAT dopaminski transporter 
dc dendritične celice 
DC združljivo z detegrentom (angl. detergent compatible) 
DTT ditiotreitol 
Dnp 2,4-dinitrofenol (angl. 2,4.dinitrophenol) 
EDTA etilendiaminotetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic acid) 
Gln glutamin 
Glu glutaminska kislina 
GPe zunanji del globusa palidusa (angl. globus pallidus external) 
GPi notranji del globusa palidusa (angl. globus pallidus internal) 
HB Huntingtonova bolezen 
His  histidin 
HRP hrenova peroksidaza 
Ile izolevcin 
KPBS kalijev fosfatni pufer (angl. potassium phosphate buffered saline) 
LFA-1 limfocitni funkcijski antigen-1 (angl. lymphocyte function-associated 
antigen 1) 
LPS lipopolisaharid (angl. lipopolysaccharide) 
Lys lizin 
Mac-1 makrofagni antigen-1 (angl. macrophage-1 antigen) 
MAO-A monoamin oksidaza (angl. monoamine oxidase A) 
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mRNA informacijska ribonukleinska kislina (angl. messenger ribonucleic acid) 
NaDS (SDS) natrijev dodecilsulfat (angl. sodium dodecyl sulfate) 
NaPBS natrijev fosfatni pufer (angl. sodium phosphate buffered saline) 
NAT noradrenalinski transposrter 
PB Parkinsonova bolezen 
PBS fosfatni pufer z NaCl (angl. phosphate buffered saline) 
PPN pedunkulopontino jedro (angl. pedunculopontine nuclei) 
Pro prolin 
ROS reaktivne kisikove spojine (angl. reactive oxygen species) 
SN črno jedro (angl. substantia nigra) 
SNc kompaktni del črnega jedra (angl. substantia nigra compacta) 
SNr retikularni del črnega jedra (angl. substantia nigra reticulata) 
TBS tris pufer (angl. tris-buffered saline) 
TEMED N,N,N',N'-tetrametil-etilendiamin 
TH tirozin hidroksilaza 
TTBS tris pufer z dodatnim Tween 20 
VTA ventralno tegmentalno področje (angl. ventral tegmental area) 
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Lizosomalne proteaze katepsini imajo vlogo v regulaciji pomembnih fizioloških in 
patoloških procesov. Nedavne študije so pokazale, da spremembe v nivoju izražanja in 
aktivnosti katepsinov prispevajo k procesom nevrodegeneracije pri Alzheimerjevi bolezni 
(AB), tauopatiji, Parkinsonovi bolezni (PB) in Huntingtonovi bolezni (HB). Katepsini 
prispevajo k poškodbi nevronov, spodbujeni z zunajceličnimi toksini, preko degradacije 
aksonalnih in mielinskih proteinov s pretvorbo proteinskega prekurzorja v aktivni peptidni 
nevrotransmiter in z ojačanjem signalizacije apoptoze (Hook, 2006; Hauqe in sod., 2008).  
 
Katepsin X je nedavno odkrita cisteinska proteaza za katero je predlagana pomembna 
vloga pri degenerativnem staranju in nevrodegenerativnih boleznih. Protein je močno 
izražen v raznih imunskih celicah kot so monociti, makrofagi in dendritične celice (Kos in 
sod., 2005) ter v mišjih možganih s preferenco do izražanja v celicah glije in staranih 
nevronov (Wendt in sod., 2007). Opažena je bila njegova povezava z amiloidnimi plaki v 
študiji na živalskem modelu za AB (Wendt in sod, 2007; Hafner in sod., 2013). Cepitev 
dveh aminokislin s C-konca γ- enolaze s katepsinom X odpravi njeno nevrotrofično 
aktivnost (Obermajer in sod, 2009). Na ta način je uravnavano delovanje γ-enolaze, in sicer 
spodbujanje celičnega preživetja in rast nevritov ter nevroprotektivno delovanje.  
 
Pri celični smrti spodbujeni s 6-hidroksidopaminom (6-OHDA) se v raziskavah veliko 
pozornosti namenja vlogi endosomskim/lizosomskim proteolitičnim sistemom, v katere je 
vključena tudi nedavno prepoznana lizosomska proteaza katepsin X. V poskusu na celičnih 
kulturah PC12 in SH-SY5Y je bila dokazana potencialna vloga katepsina X pri celični 
smrti dopaminskih nevronov. 6-OHDA je v celicah povečal nivo izražanja katepsina X kot 
tudi njegovo aktivnost ter zmanjšal preživetje celic. Uporaba specifičnega inhibitorja 
katepsina X AMS36 pa je zmanjšala nevrotoksične učinke 6-OHDA, kar kaže na 
potencialno zaščitno vlogo AMS36 pri nevrodegenerativnih procesih sorodnim PB. Vloga 
katepsina X pri apoptozi, inducirani s 6-OHDA, je bila tako do sedaj pokazana le na 
celičnih kulturah. Namen magistrske naloge je na živalskem modelu PB in vivo pokazati 




Injiciranje 6-OHDA poveča nivo proteina katepsina X v črnem jedru podgane. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
Najbolj pogosta bolezen, ki prizadene bazalne ganglije je Parkinsonova bolezen (PB). 
Zanjo je značilna akinezija, bradikinezija, rigidnost in tremor. Pri pacientih s PB je izrazita 
izguba nevronov v črnem jedru in z njim povezan znižan nivo dopamina v striatumu. Do 
propada nevronov pride v kompaktnem delu črnega jedra. Ti nevroni so dopaminski 
nevroni. Kot posledica propada/izgube dopaminskih nigrostriatnih vlaken se zniža nivo 
dopamina v striatumu. 
 
2.1 ZGRADBA KOMPAKTNEGA DELA ČRNEGA JEDRA 
 
Bazalne ganglije sestavljajo medsebojno kompleksno povezana subkortikalna jedra: 
kavdatno jedro, putamen, globus palidus, subtalamično jedro in črno jedro. Kavdatno jedro 
in putamen skupaj tvorita striatum. Globus palidus je pri primatih sestavljen iz zunanjega 
(GPe) in notranjega globusa palidusa (GPi). Podgane nimajo notranjega globusa palidusa, 
imajo pa podobno strukturo, ki se imenuje entopedunkularno jedro (Albin in sod., 1989; 
Wichmann in DeLong, 1996.).  
 
Bazalni gangliji so del kompleksne mreže nevronskih povratnih zank, organiziranih 
vzporedno tako, da integrirajo aktivnost iz različnih regij možganske skorje. Definiranih je 
pet povratnih zank (motorična, okulomotorična, asociativna, limbična in orbitofrontalna), 
ki se začnejo v možganski skorji, in projicirajo preko bazalnih ganglijev in talamusa nazaj 
do skorje. Glavna vhodna struktura iz možganske skorje v bazalne ganglije je striatum, 
izhodni strukturi proti možganski skorji, preko talamusa pa notranji globus palidus (GPi) in 
retikularni del črnega jedra (SNr) (Obesco in sod., 2002). Iz striatuma v izhodni jedri 
potekata neposredna pot, ki jo tvorijo striatonigralni nevroni s pretežno dopaminskimi 
receptorji D1 in posredna pot s striatopalidalnimi nevroni s pretežno dopaminskimi 
receptorji D2. Povratno zanko zaključujejo talamokortikalni nevroni s sinapsami v 
možganski skorji (Alexander in sod., 1986). 
 
Anatomsko se črno jedro deli na kompaktni (angl. pars compacta) in retikularni del (angl. 
pars reticulata). Kompaktni del je s celicami bogatejši, v retikularnem pa prevladuje 
razvejitev dendritov. Tudi v retikularnem delu je veliko nevronov. Nevroni kompaktnega 
dela črnega jedra vsebujejo pigment nevromelanin, zaradi česar je črno jedro v prerezu 
vidno kot temna proga. Retikularni del je svetlejši in se nahaja ventralno od kompaktnega 
dela. V kompaktnem delu se nahajajo dopaminski nigrostriatni nevroni, zlasti v 
retikularnem delu pa GABAergični nevroni (Brodal, 2010). 
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Slika 1: Bazalni gangliji pri človeku in glavne povezave črnega jedra (Brodal, 2010: 326, 331). Levo: 
eferentna vlakna: dopaminergični nevroni komapktnega dela pošiljajo vlakna v striatum, GABAergičini 
nevroni retikularnega dela pa delujejo na premotorične nevrone v talamusu in možganskem deblu. Desno: 
aferentna vlakna: inhibitorna GABAergična vlakna prihajajo iz striatuma, ekscitatorna glutamatna vlakna pa 
prihajajo iz subtalamičnega kedra in PPN pedunkulopontino jedro. Modulatorna aferentna vlakna se dvigajo 
v jedra rafe (serotonin) in lokus ceruleus (noradrenalin). 
Eferentne povezave kompaktnega dela črnega jedra se razširjajo predvsem v striatum 
(delno tudi v subtalamično in druga jedra) in predstavljajo največjo dopaminergično pot v 
možganih, pri čemer je črno jedro največji zbiralec nevronov z dopaminom. Retikularni del 
pa pošilja GABAergična vlakna do talamusa, kjer deluje na premotorične nevrone in do 
možganskega debla. Aferentna vlakna črnega jedra prihajajo v več celičnih skupinah, pri 
čemer pa kvantitativno najpomembnejši vhod prihaja iz striatuma. Čeprav se večina 
striatonigralnih vlaken konča v retikularnem delu pa lahko vplivajo na celice kompaktnega 
dela, zaradi svojih  dolgih dendritov, podaljšanih v retikularni del. Prenašalec 
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striatonigralnih vlaken je GABA, ki na celice črnega jedra deluje inhibitorno. Ekscitatorna 
afernentna vlakna do črnega jedra prihajajo subtalamičnega jedra in pedunkulopontinega 
jedra (PPN). Aferentna vlakna z modulatornimi učinki prihajajo iz lokusa coeruleusa in 
jedra rafe (Brodal, 2010). 
 
Slika 2: Motorična zanka pri Parkinsonovi bolezni (PB) (Purves, 2004: 427). Pri PB je ravnovesje  
inhibitornih signalov v posredni in neposredni poti spremenjeno, kar pomeni zmanjšano možnost bazalnih 
ganglijev, da nadzirajo izhod iz talamusa do možganske skorje. Pri Parkinsonovi bolezni je izhod iz črnega 
jedra zmanjšan. Ta sprememba v neposredni poti omogoči tonično inhibicijo iz GPi do talamusa. Talamusna 
ekscitacija možganske skorje je manj verjetna. 
Normalni učinek dopamina dopaminskih nevronov, ki projicirajo iz kompaktnega dela 
črnega jedra do striatuma je ekscitacija srednje velikih projekcijskih nevronov, ki 
projicirajo v notranji del globusa palidusa v neposredni poti in inhibicija srednje velikih 
projekcijskih nevronov, ki projicirajo v zunanji del globusa palidusa v posredni poti. 
Bistvo dopaminergičih učinkov je, da zmanjšajo inhibitorni izhod bazalnih ganglijev, kar 
poveča ekscitatornost zgornjih motoričnih nevronov. Pri Parkinsonovi bolezni je 
inhibitorni izhod bazalnih ganglijev nenormalno visok in talamična aktivacija zgornjih 
motoričnih nevronov v motorični skorji je zmanjšana (Purves, 2004).  
 
2.2 6-OHDA MODEL ZA PARKINSONOVO BOLEZEN 
 
Parkinsonova bolezen je nevrodegenerativna bolezen, ki je povezana s progresivno izgubo 
dopaminskih nevronov v kompaktnem delu črnega jedra in s tem povezanim znižanim 
nivojem dopamina. Biokemični procesi in molekularni mehanizmi, ki so vpleteni v propad 
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nevronov vključujejo oksidativni stres in mitohondrijsko disfunkcijo in aktivacijo 
apoptozne kaskade. Možganske regije bogate z dopaminom so še posebej ranljive za 
oksidativni stres, saj metabolizem dopamina samega vodi v produkcijo reaktivnih 
kisikovih spojin (ROS), vključno z vodikovim peroksidom in vodikovimi radikali 
(Lotharius in Brundin, 2002; Hanrott in sod., 2006). 
 
6-hidroksidopamin je nevrotoksin, ki se pogosto uporablja za lezijo dopaminergičih poti in 
s tem ustvarjanje eksperimentalnega modela za PB (Hanrott in sod., 2006). 6-OHDA si 
nekatere strukturne značilnosti deli z dopaminom in noradrenalinom, in zato izkazuje 
visoko afiniteto za kateholaminske prenašalce, preko katerih se privzema v kateholaminske 
nevrone. Nevrotoksični učinki 6-OHDA delujejo v dveh korakih. V prvem pride do 
akumulacije toksina v kateholaminergične nevrone, v drugem pa do spremembe celične 
homoestaze in poškodbe nevronov. 6-OHDA se v celice privzame preko dopaminskih  
(DAT) ali noradrenalinskih membranskih receptorjev, saj je strukturno podoben 
endogenim kateholaminom (Slika 3). 
 
Ko je 6-OHDA injiciran v  možgane proizvaja citotoksične spojine preko encimskega in 
ne-encimskega mehanizma. Oksidacija 6-OHDA z monoamin oksidazo (MAO-A) tvori 
vodikov peroksid, ki je citotoksičen sam po sebi, sproži pa tudi produkcijo kisikovih 
radikalov (Cohen, 1984). 6-OHDA se v celici avtooksidira in ob tem nastanejo citotoksični 
vodikov peroksid (H2O2), ROS in kateholaminski kvinoni, ki napadejo znotrajcelične 
nukleofilne skupine (Padiglia in sod., 1997; Palumbo in sod.,1999). Zvišan nivo ROS in 
drugih reaktivnih spojin (sprožen s 6-OHDA) vodi v hitro izčrpavanje znotrajceličnih 
antioksidantnih encimov, kar vodi v povečano nevrotoksičnost. Ta povzroči spremembe v 
celični strukturi in metabolizmu, kar privede do celične smrti (Blum in sod., 2001). 6-
OHDA naj bi induciral nevrotoksičnost tudi preko porušenja mitohondrijske funkcije, saj 
naj bi zaviral aktivnost kompleksa I (Simola in sod., 2007).  
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Slika 3: Mehanizem nevrotoksičnosti inducirane s 6-OHDA (Simola in sod., 2007). Po privzemu iz 
zunajceličnega prostora preko DAT ali NAT receptorjev, se 6-OHDA shrani v kateholaminskih nevronih. V 
nevronih se 6-OHDA encimsko razgradi z MAO-A in avtooksidira, pri čemer se tvorijo citotoksične spojine, 
ki poškodujejo znotrajcelične proteine in jedro, kar vodi v poškodbo nevrona. 6-OHDA poleg tega  lahko 
ustvarja nevrotoksičnost s spreminjanjem aktivnosti mitohondrijskega kompleksa I. 
6-OHDA model je živalski model, ki posnema anatomske in funkcionalne značilnosti PB. 
Ker 6-OHDA slabo prehaja preko krvno-možganske pregrade, ga je pri ustvarjanju 
eksperimentalnega modela potrebno v zadostni nevrotoksični koncentraciji injicirati 
neposredno v možgane s stereotaktično operacijo (Bové in sod., 2005). Lezije, ki jih 6-
OHDA povzroči po injiciranju v možgane, kot orodje pomembno prispevajo k študiji 
dopaminskih nevronov v možganih. Najbolj pogosto se uporablja unilateralno lezijo, kjer 
se toksin injicira v območje dopaminskih celic mezencefalona ali njihovih vzpenjajočih 
vlaken (Schwarting in Huston, 1996). Zaradi uničenja nigrostriatnih dopaminskih 
nevronov samo na eni strani možganov je to hemiparkinsonski model. Pri biokemični in 
morfološki analizi možganov hemiparkinsonskega modela zdrava stran služi kot kontrolna 
(Ungerstedt, 1971a, 1971b).  
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Slika 4: Shema podganjih možganov in mesto injiciranja 6-OHDA (Kirik in sod., 2004). SN–črno jedro, 
NSP–nigrostriatna vlakna, CP-striatum, GP-globus palidus. Rdeča puščica označuje mesto injiciranja 6-
OHDA. 
2.3 CISTEINSKE PROTEAZE 
 
Proteaze so encimi, ki katalizirajo razgradnjo beljakovin v manjše peptide ali pa jih 
popolnoma razgradijo do aminokislinskih ostankov (Puente in sod., 2003; Vozelj in sod., 
2007). Proteaze v procesu hidrolize uporabljajo molekule vode za nukleofilni napad na 
karbonilno skupino v amidni vezi (Kos in sod., 2009). Glede na mesto hidrolize peptidne 
vezi v polipeptidni verigi jih delimo na endopeptidaze in eksopeptidaze (Vozelj in sod., 
2007). Endopeptidaze cepijo vezi znotraj peptidne verige, eksopeptidaze pa odcepljajo 
aminokisline ali krajše peptide s C- ali N- konca polipeptidne verige (Polgar, 2004).  
 
Na podlagi evolucijske podobnosti so proteaze razvrščene v posamezne družine in klane. V 
družine so združene proteaze, ki so si podobne v aminokislinskem (AK) zaporedju. 
Družine, ki so nadalje združene v klan imajo podobno terciarno strukturo ali kadar ta ni 
znana, se podobnost kaže tudi v zaporedju AK katalitičnega mesta ali AK v bližini le tega 
(Rawlings in sod., 2002)  
 
Glede na katalitični mehanizem jih delimo na cisteinske, serinske, aspartatne, 
asparaginske, glutaminske, treoninske in metalo proteaze (Nanut in sod., 2014). Cisteinske 
proteaze spadajo v klan CA cisteinskih proteaz, znotraj te pa v papainsko družino C1. Sem 
spada 11 trenutno poznanih človeških katepsinov (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W in X). 
Katepsini B, C, F, H, L in O se izražajo v različnih tkivih in posameznihcelicah, kar 
nakazuje na njihovo vključenost v normalno celično razgradnjo proteinov. Katepsini S, K, 
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V, W in X, ki pa so bolj omejeni na izražanje v specifičnih celicah ali tkivih, pa nakazujejo 
na bolj specifično vlogo (Gunčar in sod., 2000). 
 
Za katalitični mehanizem cisteinskih proteaz je značilna katalitična diada aktivnega mesta, 




. Katalitična diada skupaj s še 
drugimi AK ostanki pripelje do kovalentne katalize na substratu. Pri tem ima Cis vlogo 
nukleofila in His vlogo baze za prenos protona (slika 5). Poleg cistina in histidina sta 
pomembna tudi AK ostanka Gln
152
 in Asn
308, pri čemer Gln pomaga pri oblikovanju 
oksanionske luknje, elektrofilnega centra, ki stabilizira intermediat, Asn pa orientira 
imidazolni obroč katalitičnega His. Večina cisteinskih proteaz je endopeptidaz z nekaj 
izjemami z izključno eksopeptidazno aktivnostjo (Polgar, 2004) (Stoka in sod., 2005).  
 
 
Slika 5: Katalitična diada cisteinskih proteaz (Erez in sod., 2009). Cistein (Cys) in histidin (His) se 
nahajata na nasprotujočih si straneh reže aktivnega mesta. Kataliza poteče s hidrolizo peptidnih vezi v 
polipeptidni verigi z mehanizmom pri katerem žveplo (S) iz cisteinskega ostanka deluje kot nukleofil. Ta 
napade ogljik karbonilne skupine ob peptidni vezi (Sivaraman in sod., 2000). 
Cisteinski katepsini so sintetizirani kot inaktivni prekurzorji in so običajno aktivirani v 
kislem okolju v lizosomih s proteolitsko odstranitvijo N-končnega propeptida. V splošnem 
so cisteinski katepsini stabilni v kislih lizosomalnih/endosomalnih razdelkih in so sposobni 
učinkovito cepiti veliko različnih substratov (Turk in sod., 2000). V zadnjem času se 
odkriva vse več vlog, ki jih imajo encimi v drugih delih znotraj celice in zunaj celice 
(Reiser in sod., 2010). Ob tem cisteinski katepsini prispevajo k različnim fiziološkim 
procesom kot je predstavitev antigenov v imunskem sistemu (Honey in Rudensky, 2003), 
razgradnji zunajceličnega matriksa (Fonović in Turk, 2014), apoptozi (Turk in sod., 2002), 
nevropeptidnemu in hormonskemu procesiranju (Friederich in sod., 2003; Funkelstein in 
sod., 2008). Poleg vloge v normalnih fizioloških procesih so vpleteni tudi v več patoloških, 
kot je razvoj tumorja in njegova progresija (Mohamed in Sloane, 2006), vnetje (Conus in 
Simon, 2008), psoriaza (Kawada in sod., 1997), mišična distrofija (Takeda in sod., 1992), 
ateroskleroza (Abudula in sod., 2001), osteoporoza in revmatoidni artritis (Yasuda in sod., 
2005), pankreatitis (Halangk in sod., 2000) in nevrodegeneracija (Nakanishi, 2003b). 
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2.3.1 Katepsin X 
 
Gen za človeški katepsin X se nahaja na 20. kromosomu v regiji q13, v čemer se razlikuje 
od vseh ostalih cisteinskih proteaz (Santamaria in sod,, 1998). Strukturo človeškega 
katepsina X sestavlja sekvenca enoverižnega proteina s 303 AK ostanki v obliki 
monomera. Osnovna struktura katepsina X, ki je značilna za vse cisteinske proteaze iz 
papinske družine, je iz dveh domen, leve ali N-končne in desne ali C-končne domene. 
Prevladujoča sekundarna struktura N-končne domene ali L domene je sestavljena iz treh α-
heliksov (McGrath, 1994), C-končna domena ali R-domena pa vključuje β-sodček. Na 
vrhu se domeni ločita in tvorita režo v obliki črke V, v kateri se nahajata aminokislini Cis31 
in His
180
 (Gunčar in sod., 2000).  
 
Posebne značilnosti katepsina X, ki encim ločijo od ostalih cisteinskih proteaz, so zelo 
kratka proregija in dva posebna vključka (slika 6). Proregija je dolga 38 AK in vključuje 
cisteinski ostanek s posebno vlogo pri regulaciji in/ali katalitični aktivnosti katepsina X. 
Krajši vključek, imenovan tudi mini zanka, je dolg tri AK (Ile24, Pro25, Gln26) in se nahaja 
v regiji med Gln
22
 oksanionske luknje in Cis
31
 aktivnega mesta. Zaradi slednje je katepsin 
X eksopeptidaza in posebnost encima je, da lahko preklaplja med karboksidipeptidazno in 
karboksimonopeptidazno aktivnostjo, kar posledično vpliva na spremembo v 
karboksipeptidaznem delovanju encima. Pri tem ima ključno vlogo pozitivno nabit 
imidazolni obroč His23 ob mini zanki, ki lahko preklaplja med dvema konformacijama. 
Drugi vključek je sestavljen iz 15 AK ostankov, kateremu prav tako pripisujejo bistven 
pomen za karboksipeptidazno aktivnost encima (Nägler in Menard, 1998; Sivaraman in 
sod., 2000; Gunčar in sod., 2000). 
 
                         
Slika 6: Shematski prikaz prokatepsina X (Sivaraman in sod., 2000). Prikazana je sekundarna zgradba 
encima. Proregija je prikazana svetlo rjavo, aktivna oblika encima zeleno, mini zanka roza, veliki vključek 
vijolično. Cis31 in His180 aktivnega mesta sta obarvana modro.  
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2.3.2 Izražanje in delovanje katepsina X 
 
Katepsin X je močno izražen v celicah imunskega sistema, predvsem v monocitih, 
makrofagih in dendritičnih celicah (Kos in sod., 2005), nedavno pa so njegovo izražanje in 
proteolizno aktivnost pokazali tudi v nevronskih celicah in celicah mikroglije (Wendt in 
sod, 2007; Pišlar in Kos, 2014). Katepsin X deluje kot karboksipeptidaza, ki tarčnim 
molekulam cepi regulatorni del C-konca. Pomembni tarčni molekuli katepsina X v 
imunskih celicah sta dva β2 integrinska receptorja, makrofagni antigen-1 (Mac-1) in 
limfocitni funkcijski antigen-1 (LFA-1). Katepsin X cepi regulatorni del C-konca β2 
podenote integrinskega β2 receptorja in s tem aktivira receptor Mac-1, ki je povezan s 
povečano celično adhezijo monocitov/makrofagov in regulacijo fagocitoze (Obermajer in 
sod., 2006; Kos in sod., 2009). Preko aktivacije receptorja Mac-1 katepsin X regulira tudi 
zorenje dendritičnih celic (dc). V nezrelih dc se katepsin X prenese do plazemske 
membrane, kjer omogoči aktivacijo integrinskega receptorja Mac-1. S tem katepsin X 
priskrbi ključni stimulus za adhezijo substrata, ki je potreben za dosego zrelega fenotipa 
dc, ki je sposoben stimulirati limfocite T (Obermajer in sod., 2008a). Receptorja Mac-1 in 
LFA-1 imata pri aktivaciji limfocitov nasprotujoči si vlogi. Aktivacija LFA-1 poveča 
proliferacijo limfocitov T medtem, ko se aktivacija receptorja Mac-1 odraža v supresiji 
proliferacije (Obermajer in sod., 2008b). Z modulacijo aktivnosti receptorja LFA-1 
katepsin X povzroči prerazporejanje citoskeleta in morfološke spremembe.  
 
Prav tako pomembna tarčna molekula katepsina X je glikolitični encim enolaza. Cepitev 
dveh aminokislin s C-konca γ- enolaze s katepsinom X odpravi njeno nevrotrofično 
aktivnost, kar vpliva na preživetje nevronskih celic (Obermajer in sod., 2009). Na primeru 
mišjega modela za Alzheimerjevo bolezen je raziskava pokazala, da delovanje katepsina X 
v mikroglija celicah zmanjša nevroprotektivno vlogo γ-enolaze v okolici amiloidnih plakov 
(Hafner in sod., 2013). 
 
Katepsin X se poleg delovanja kot proteolitični encim v splošnih fizioloških procesih 
pojavlja tudi v patoloških procesih. Zaradi zvišanega nivoja mRNA in proteina katepsina X 
v tumorskih celicah so ga povezali z vlogo pri tumorogenezi. Visok nivo katepsina X so 
našli v celicah karcinoma prostate in v prostatični intraepitelijski neoplaziji (Nägler in sod., 
2004). Visok nivo izražanja katepsina X so našli tudi v primerih kroničnega vnetja 
želodčne sluznice po okužbi s Helicobacter pylori in želodčnega raka. Pri kroničnem 
vnetju so našli prekomerno izražanje katepsina X v makrofagih in epitelijskih celicah 
(Krueger in sod., 2005). Nekoliko nižje izražanje katepsina X pa so našli v tumorskih 
celicah pljučnega raka, vendar na drugi strani povečano izražanje v invazivnih celicah-
histiocitah, alveolarnih makrofagih, bronhialnih eptielijskih celicah in alveolarnih celicah 
tipa II. V tem primeru izražanje katepsina X nakazuje na pomembno vlogo pri vnetnem in 
imunskem odzivu in ne toliko na vlogo pri razvoju raka (Kos in sod., 2005).  
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Vse več je raziskav o vlogi katepsinov v centralnem živčnem sistemu. Njihovo moteno 
ravnovesje pripomore pri procesu staranja možganov in s staranjem povezanimi boleznimi. 
Uhajanje katepsinov iz lizosomov in njihovo zunajcelično delovanje pa dodatno prispeva k 
nevrodegeneraciji pri AB, tauopatiji, ParkinsonoviPB, HB in boleznih povezanih z 
nepravilnim delovanjem lizosomov. Z nevrodegeneracijo je močno povezano vnetje, saj so 
mikroglija celice tiste, ki se odzovejo na nevronske poškodbe in odstranijo poškodovane 
celice s fagocitozo. Aktivirana mikroglija tudi sprosti določene katepsine, ki spodbudijo 
smrt nevronov preko razgradnje zunajceličnih proteinov matriksa. Katepsina B in L sta v 
povezavi z nevrodegeneracijo najbolj raziskana in naj bi spodbujala s starostjo povezane 
spremembe, ki sprožijo nevrodegenracijo. Katepsini H, S in X so povezani z vnetnimi 
nevrološkimi boleznimi, slednji pa še pri procesih normalnega staranja in 
nevrodegenerativnih procesih AB in amiotrofične lateralne skleroze (Nagai in sod., 2000; 
Stichel in Luebbert, 2007; Hafner in sod., 2013). 
 
Kot so pokazale raziskave na mišjih možganih, ima katepsin X pomembno vlogo v 
možganskih celicah, saj so ga našli v skoraj vseh možganskih celicah, s preferenco do glija 
celic. Obsežno je izražen že zgodaj v razvoju in še višje v odvisnosti od starosti. Povezan 
je z amiloidnimi plaki v transgenih miših in pri bolnikih z AB (Wendt in sod., 2007). 
Raziskave na mišjih možganih so tako nakazale pomembno vlogo katepsina X pri 
degenerativnih procesih med normalnim staranjem in pri patoloških stanjih. To so nadalje 
potrdile raziskave na celičnih kulturah nevronskih celic na modelu za PB (Pišlar in Kos, 
2014). Apoptoza nevronov, spodbujena s 6-OHDA, je bila zmanjšana ob prisotnosti 
inhibitorja katepsina X, kar nakazuje na morebitno vlogo cisteinske proteaze pri 
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amonijev persulfat (Sigma) 
bioketan (Vetoquinol Biowert) 
bromfenol modro (Merck) 
BSA (Sigma) 
DAB Aldrich Chemicals) 
DTT (Sigma) 
EDTA 1 mM (Serva) 
etanol 
etilenglikol (30 %) (Merck KGaA) 






komplet ABC (Vector Laboratories) 
komplet reagentov za določanje koncentracije proteinov: Bio-Rad DC protein assay 
(Bio-Rad) 
ksilazin (Chanelle Pharmaceuticals Manufacturing) 
ksilol  
medij za pokrivanje rezin DEPeX (Sigma) 
metanol 
mleko v prahu 
Na-acetat  
Na-acetat 0,55 M pH 5,5 
Na-acetat dyhydrous pH 7,2 
NaCl 
NaCl 0,1 M (Riedel-de Haën) 
Na-fosfatni pufer pH 7,2 
ogljikov dioksid 
paraformaldehid (Sigma) 
PBS (phosphate buffer saline) 
                                                                                            se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 1: Reagenti, ki smo jih uporabljali pri raziskovalnem delu 
Reagenti 
raztopina sah aroze 20 % (Sigma) 
saharoza (30 %) (Sigma) 
SDS (NaDS) (Fluka) 
substrat za katepsin X 
(Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH),  
sintetiziranim po Jiangsu (Vcare Pharmatech Co.) 
SuperSignal® West Femto (substrat za HRP) (Thermo Scientific) 
TBS (tris-buffered saline)  
TEMED (N,N,N',N'-tetrametil-etilendiamin) (Sigma) 
Tris-HCl (pH 8,8) (Riedel-de Haën) 
Tris-HCl (pH 86,8) (Riedel-de Haën) 
Triton X-100 (Serva) 
Triton-X 100 (Sigma) 
TTBS (Tris pufer z dodanim TWEEN-OM 20)  
TWEEN 20 (Sigma) 
vodikov peroksid 
 
3.1.2 Protitelesa in standardi 
 
Preglednica 2: Protitelesa in standardi, ki smo jih uporabljali pri raziskovalnem delu 
Protitelesa in standardi 
albumin standard(Sigma) 
konjska protitelesa proti mišjim, označenaoznačena z biotinom (Vector Laboratories) 
kozja poliklonska protitelesa proti katepsinu X, (AF934 R&D Systems) 
kozja protitelesa proti mišjim, označena z Alexa Fluor 555 (Moleular Probes) 
mišja monoklonska protitelesa proti tirozin hidroksilazi (Alpha Diagnostics 
International) 
oslovska protitelesa proti kozjim, označena z Alexa Fluor 633 (Invitrogen) 
oslovska protitelesa proti kozjim, označena z biotinom, SC-2042 (Santa Cruz 
Biotechnology) 
oslovska protitelesa proti kozjim, označena s HRP (HAF109, R&D Systems) 
primarna protitelesa proti β-aktinu (Abcam) 
označevalec velikosti proteinov (See Blue® Plus 2 pre-stained standard 1(x) 
(Invitrogen) 
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3.1.3 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 3: Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali pri raziskovalnem delu 
Laboratorijska oprema 
aparatura za NaDS PAGE (Bio-Rad Laboratories, ZDA) 
aparatura za prenos western (Bio-Rad Laboratories, ZDA) 
avtomatske pipete (Eppendorf, Nemčija) 
centrifuga (Eppendorf, Nemčija) 
čitalec mikrotitrskih plošč (Tecan Safire, ZDA ) 
pisalo za vodoodporno bariero »Dako pen« (Agilent) 
drsni mikrotom 
G-Box (Sygene, Anglija) 
hladilnik (LTH, Slovenija) 
inkubator (Binder, ZDA) 
kamera Olympus DP71(Olympus, ZDA) 
kamero CoolSNAP (Photometrics, ZDA) 
konfokalni mikroskop LSM 710 (Carl Zeiss, Nemčija) 
kriomikrotom (Paxinos in Watson, 1982) 
stereomikroskop Leica MZFLIII (Leica Microsystems, Nemčija) 
mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami (TTP, Švica) 
mikroskop AxioImager.Z1 + ApoTome (Carl Zeiss, Nemčija ) 
naprava za soniciranje 
negatoskop Northern light model B90 (Imaging Research, Kanada) 
silanizirana stekla (Starfrost, Nemčija) 
spektrofotometer NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific) 
stereotaktični aparat(Trent Wells, Kanada) 
stresalnik 
svetlobni mikroskop Olympus IX81(Olympus, ZDA) 
vibracijsko mešalo Vortex (Tehtnica, Slovenija) 
zamrzovalnik (Gorenje, Slovenija) 
 
3.1.4 Pufri in raztopine 
 
3.1.4.1 Pufri in raztopine za pripravo možganov, možganskih rezin in imunohistokemijo 
 
Anestetska mešanica  
 10 mg ksilazina /kg telesne teže  
 76 mg bioketana /kg  
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Raztopina 6-OHDA   
 2 μg/μl proste baze, raztopljene v 0,02-odstotni raztopini askorbinske kisline, pripravljeni s 
fiziološko raztopino 
 
Fiziološka raztopina z dodanim heparinom  
 9 g NaCl 
 +5000 enot heparina 
Dopolnimo z dH20 do 1 l. 
 
4 % paraformaldehid v fosfatnem pufru  
 500 ml 8 % paraformaldehida 
 +500 ml fosfatnega pufra 
Uravnamo na pH 7,2. 
 
Fosfatni pufer (PBS) 
 1,66 g NaH2PO4 
 12,49 g Na2HPO4 
Raztopimo v 500 ml dH20. 
 
Krioprotektant  
 30 %  saharoza  
 5 % polivinilpirilidon  
 30 % etilenglikol  
Raztopimo v PBS. 
 
Natrijev fosfatni pufer (NaPBS) 0,1 M  
 8,77 g NaCl 
 5,03g NaH2PO4 
 15,35 g Na2HPO4 
Dopolnimo z dH20 do 1 l in uravnamo pH na 7,2. 
 
Kalijev fosfatni pufer (KPBS)  
 6,9 g K2HPO4 
 1,36 g KH2PO4 
 8,5 g NaCl 
Dopolnimo z dH2O do 1 l in uravnamo pH na 7,2-7,4. 
 
Citratni pufer  
 2,93 g Na-acetat dihidrat 
Dopolnimo z dH20 do 1 l in uravnamo pH na 6,0. 
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Acetat imidazolni pufer  
 2,87 g Na-acetata 
 0,272 g imidazola 




 1 % H2O2  v 100 % metanolu 
 
3.1.4.2 Pufri za NaDS PAGE in prenos western 
 
Elektroforezni pufer TRIS-glicin 
 Tris (25mM) 
 glicin (259 mM) 




 1,25 mL 0,5 M Tris-HCl (pH=6,8)  
 1 mL glicerol  
 0,2 mL 0.4 % (m/v) bromfenol  
 5,55 mL H2O  
Tris pufer (TBS) 
 250 mM Tris-baza 
 1370 mM NaCl 
 30mM KCl 
Dopolnimo z dH20 do 1 l in uravnamo pH na 7,4 
 
Tris pufer z dodanim Tween-om 20 (TTBS) 
 250 mM Tris baza  
 1370 mM NaCl  
 30 mM KCl  
 0.1 % Tween 20  
 
Pufer za odstranjevanje vezanih protiteles (angl. stripping buffer): 
 2 % SDS 
 62,5 mM Tris HCl pH 6,8 
 100 mM 2-merkaptoetanol 
 
1,5 % raztopina mleka 
 0,75 g mleka v prahu 
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 0,5 g BSA (1 %) 
 50 ml TTBS 
 
3.1.4.3 Pufri za merjenje aktivnosti katepsina X 
 
Lizirni pufer za katepsin X 
 0,05 M Na-acetat, pH 5,5 
 1 mM EDTA 
 0,1 M NaCl 
 0,25 % Triton X-100 
 
Aktivacijski pufer za katepsin X 
 100 mM acetat, pH 5,5 
 0,1 % PEG 8000 
 5 mM DTT* 
 1,5 mM EDTA* 
*dodamo tik pred merjenjem
3.1.4.4 Pufri in raztopine za imunofluorescenco 
 
Blokirni pufer 
 1 % BSA 
 0,4 % Triton X-100 
Raztopimo v KPBS. 
 
Primarni spiralni medij 
 0,25 % BSA 
 0,02 % Triton X-100 
Raztopimo v KPBS. 
 
Sekundarni spiralni medij 
 1 % BSA v KPBS 
 
Fosfatni pufer z dodatkom NaCl (PBS):  
 1,8 g Na2HPO4 x 2H2O  
 0,24 g KH2PO4  
 8,0 g NaCl  
 0,2 g KCl  
Dopolnimo z dH2O do 1 L in uravnamo pH na 7,4.  
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3.2 EKSPERIMENTALNE ŽIVALI 
 
Eksperimentalna žival je bila laboratorijska podgana vrste Rattus norvegicus, linije Wistar. 
Za študijo na zamrznjenih rezinah smo uporabili 12 živali in za študijo na prosto plavajočih 
rezinah 3 živali, ki so bile pred poskusom nameščene v klimatiziranem hlevu (22-24 °C), z 
12-urnim umetnim dnevno-nočnim ciklom in so imele na voljo vodo in brikete za podgane.  
Za opravljanje študije smo pridobili dovoljenje Veterinarske uprave Republike Slovenije za 
izvajanje poskusov na živalih (34401-33/2011/3) in priglasitev za delo na izoliranih organih, 
tkivih in truplih (34401-33/2011/2). Vsi poskusi z živalmi so bili izvedeni na Inštitutu za 
patološko fiziologijo Medicinske fakultete v Ljubljani.  
 
3.3 6-OHDA MODEL 
 
Podgane pripravljene za poskus smo omamili z intraperitonealno injekcijo anestetske 
mešanice. Poškodbo nigrostriatnih nevronov v desni hemisferi možganov smo naredili z 
injiciranjem 6-OHDA blizu nigrostriatnega povesma. Glavo podgane smo vpeli v okvir 
stereotaktičnega aparata (Trent Wells, South Gate, Kanada) s pomočjo netravmatskih 
zatičev za zunanja sluhovoda ter držala, ki smo ga namestili za zgornjimi sekalci. Skalp 
smo vzdolž sagitalnega lobanjskega šiva prerezali s skalpelom in izvrtali luknjo z 
zobozdravniškim svedrom kamor smo z nerjavečo kanilo injicirali 6-OHDA. Mesto 
injiciranja smo določili z atlasom podganjih možganov (Paxinos in Watson, 2007): 
anteriorno = 3 mm, lateralno = 1,2 mm, ventralno = 7,3 mm, pri čemer je bila referenčna 
točka za anteriorno in lateralno koordinato stičišče šivov lambda, za ventralno pa površina 
dure. S kanilo smo injicirali 4 μl 6-OHDA v bližino nigrostriatnega povesma, s hitrostjo 1 
μl/min. Po končanem injiciranju smo kanilo pred odstranitvijo še 3 minute pustili na  mesti 
in nato žival odstranili z aparata in ji zašili skalp.  
 
Za študijo zgodnjih časovnih točk z zamrznjenimi rezinami smo 12 živali razdelili v tri 
skupine po štiri živali glede na čas njihovega žrtvovanja od injiciranja 6-OHDA. Po 4 
živali na časovno točko smo žrtvovali 12, 24 in 48 ur po injiciranju 6-OHDA. Za študijo 
pozne časovne točke s prosto plavajočimi rezinami smo 4 živali žrtvovali 4 tedne po 
injiciranju 6-OHDA. 
 
3.4 PRIPRAVA MOŽGANSKEGA TKIVA 
 
3.4.1 Prosto plavajoče rezine 
 
3.4.1.1 Transkardialna perfuzija in izolacija možganov 
 
Podgane so bile omamljene z anestetsko mešanico (ksilazin, bioketan, fiziološka raztopina) 
injicirano intraperitonelano (skozi trebušno votlino). Transkardialno perfuzijo smo opravili 
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v digestoriju. Podgano smo položili na rešetko na hrbet, s pinceto dvignili kožo pod žličko 
in zarezali s škarjami. Prerezali smo mišice in odprli prsni koš tako, da je bilo srce prosto. 
Z malimi škarjicami smo zarezali v levi ventrikel in vstavili kanilo, katero smo previdno 
porinili v levi atrij in v aorto. Nato smo s škarjicami preščipnili v desni atrij, da je 
zakrvavel. Z malim peanom smo fiksirali kanilo v srcu in začeli perfundirati s fiziološko 
raztopino z dodanim heparinom  dokler ni odtekla vsa kri. Sledila je perfuzija z ohlajenim 
(4 °C) 4-odstotnim paraformaldehidom in počakali, da je žival otrdela. Za 1 g telesne teže 
podgane smo porabili 1 ml fiksativa. Odstranili smo možgane in jih čez noč fiksirali v 20-
odstotni raztopini saharoze v 4-odstotnem PBS. Nato smo jih prenesli v 20-odstotno 
saharozo v 0,15 M Na-fosfatnem pufru s pH 7.2. Prosto plavajoče rezine pripravljene po 
tem postopku je prispevala prispevala Larisa Tratnjek z Inštituta za patološko fiziologijo 
Univerze v Ljubljani iz dela svojega doktorske disertacije z naslovom 'Vloga 
sinaptotagmina IV na 6-OHDA podganjem modelu za Parkinsonovo bolezen in tg2576 
mišjem modelu za Alzheimerjevo bolezen' 
 
Možgane za prosto plavajoče rezine smo rezali z drsnim mikrotomom pri sobni 
temperaturi. Možgane smo zamrznili s suhim ledom in s pomičnim nožem rezali 20 μm 
koronalne rezine. Te smo z noža s čopičem prenesli v posodice z vdolbinicami, 
napolnjenimi s krioprotektantom  in jih shranili na -20 °C. 
 
3.4.2 Zamrznjene rezine 
 
Živali 6-OHDA za pripravo zamrznjenih rezin smo uspavali z ogljikovim dioksidom, 
obglavili in izolirali možgane. Te smo na suhem ledu na hitro zamrznili, zavili v parafilm 
in shranili na -20 °C do nadaljnje priprave. Zamrznjene možgane smo narezali na 10 in 20 
μm koronalne rezine v področju SNc. Rezali smo s kriomikrotomom na temperaturi           
-20 °C. Možgane smo s posteriornim delom pritrdili na držalo za vzorec. Ob rezu od 
spodaj navzgor je rezina ostala na mizici, na katero je pritrjeno rezilo. Z objektnim steklom 
smo se približali rezini in jo zajeli. Objektna stekla smo pred uporabo namočili v 0,01 % 
raztopino poli-l-lizina in posušili na zraku. Na vsako steklo smo nanesli 4 možganske 
rezine debeline 10 μm. Za metodo encimske kinetike prenosa western pa smo narezali 
rezine debeline 20 μm in jih dali na trakove parafilma. Po rezanju smo stekla in trakove 
parafilma vakuumsko zapakirali in do nadaljnje uporabe shranili na temperaturi -20 °C. 
 
3.5 METODE IMUNOHISTOKEMIJE 
 
Imunohistokemični signal tirozin hidroksilaze in katepsina X smo analizirali v možganski 
skorji v področju črnega jedra med -5,04  mm do -6 mm oddaljenosti od bregme (Paxinos 
in Watson, 2007) (slika 10). Za lokalizacijo tirozin hidroksilaze smo imunohistokemično 
pripravili po eno steklo s štirimi koronalnimi rezinami za posamezno žival, skupno 12 
živali. 
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Enako število preparatov smo pripravili za imunohistokemično lokalizacijo katepsina X v 
zgodnjih časovnih točkah (12, 24 in 48 ur po leziji) na zmrznjenih rezinah. Za lokalizacijo 
katepsina X v pozni časovni točki (4 tedne po leziji) na plavajočih rezinah pa smo 
pripravili po dve rezini za posamezno žival. 
 
3.5.1 Imunohistokemična lokalizacija tirozin hidroksilaze 
 
Stekelca z možganskimi rezinami smo vzeli iz zamrzovalnika in jih v brezzračni komori 
sušili 30 minut. Po sušenju smo jih zložili v posodico, kjer so ostali do konca celotnega 
postopka. Najprej smo jih dali v KPBS raztopino za 5 minut. Sledila je 5-minutna fiksacija 
tkiva v 100-odstotnem metanolu. Za blokiranje aktivnosti endogene peroksidaze smo nato 
metanolu dodali ustrezno količino vodikovega peroksida (H2O2), da je nastala raztopina 1-
odstotnega H2O2 v  100-odstotnem metanolu in inkubirali še dodatnih 15 minut. S tem smo 
preprečili barvanje ozadja. Vsa inkubacija je potekala na temperaturi -20 °C. Vzorce smo 
po inkubaciji spirali v KPBS. Za odkrivanje antigenov (ang. 'antigene retrieval') smo 
vzorce namakali 15 minut v 10 mM citratnem pufru v vodni kopeli na temperaturi 80 °C. Z 
odkrivanjem antigenov smo omogočili vezavo primarnih protiteles na specifične antigene v 
možganskih rezinah. Ponovno smo spirali vzorce v KPBS z rahlim stresanjem. Vzorce smo 
nato 60 minut pri sobni temperaturi inkubirali v KPBS, z 1-odstotnim govejim serumskim 
albuminom (BSA), 0,4-odstotnim triton-X 100 ter 4-odstotnim normalnim serumom. 
Triton smo dodali za izboljšanje prepustnosti celic v tkivu, BSA za stabiliziranje protiteles 
in normalni serum (konjski serum) za preprečevanje nespecifične vezave sekundarnih 
protiteles. Sledila je inkubacija v raztopini specifičnih primarnih protiteles (redčenimi v 
KPBS z 1-odstotnim BSA, 0,4- odstotnim triton-X 100 in 1-odstotnim normalnim 
serumom), ki je potekala čez noč na 4 °C, na stresalniku. Naslednji dan smo vzorce najprej 
spirali v KPBS. Nato je potekala inkubacija z biotiniliranimi sekundarnimi protitelesi (v 
raztopini KBPS z 1-odstotnim BSA in 0,02-odstotnim Tritonom-X 100) 60 minut na sobni 
temperaturi. Zopet je sledilo spiranje v KPBS. Vzorce smo inkubirali 60 minut v kompletu 
ABC zredčenim v KPBS z 1-odstotnim BSA. ABC vsebuje avidin-biotin kompleks z 
vezanimi peroksidazami, ki omogočajo prikaz mesta vezave sekundarnih protiteles. Po 
inkubaciji s kompletom ABC smo spirali vzorce v KBPS in acetat-imidazolnem pufru 
(pH=7.2) Sledilo je barvanje vzorcev. Z njihovo inkubacijo v substratu encima hrenove 
peroksidaze 3'3-diaminobenzidin (DAB) so na mestih vezave sekundarnih protiteles na 
primarna nastale rjave oborine. Po barvanju smo vzorce spirali najprej z acetat-
imidazolnim pufrom in nato s KPBS. Sledila dehidracija vzorcev v naraščajočih 
koncentracijah etanola (destilirana voda, 50 % etanol, 70 % etanol, 95 % etanol, 100 % 
etanol) in 100-odstotnim ksilolom. Inkubacija v posamezni redčitvi etanola in ksilolu je 
potekla po 2 minuti. Na posamezno steklo z vzorci smo po dehidraciji nanesli s kapalko 
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3.5.2 Imunohistokemična lokalizacija katepsina X 
 
Postopek imunohistokemije za katepsin X na zmrznjenih rezinah je bil enak kot pri 
imunohistokemiji za tirozin hidroksilazo, le da smo pri inkubaciji s primarnimi protitelesi, 
le te nanesli na posamezno steklo. Po odstranitvi blokirne raztopine z vzorcev smo robove 
stekel rahlo osušili in na njih s pisalom »Dako pen« zarisali vodoodporni rob, ki je 
preprečeval iztek tekočine z rezin. Stekelca z vzorci smo položili v vodoraven položaj v 
vlažno komoro. Na stekelca smo nanesli raztopino specifičnih primarnih protiteles in jih 
inkubirali čez noč v hladilniku, na 4 °C. Za inkubacijo s sekundarnimi protitelesi pa smo 
stekelca ponovno dali v posodico, jih prelili z raztopino sekundarnih protiteles in jih pustili 
na stresalniku 60 minut. 
 
Za imunohistokemijo katepsina X v pozni časovni točki (4 tedne) smo plavajoče 
možganske rezine najprej prenesli iz krioprotektanta v koške znotraj 6-prekatne plastične 
posode s kalij-fosfatnim pufrom (KPBS, pH 7,3) za 30 minut. Izbrali smo po 2 koronalni 
možganski rezini 6-OHDA živali (n = 3) s področja črnega jedra. Možganske rezine smo 
nato tretirali s citratnim pufrom v vodni kopeli 30 minut pri 80 °C. Od tu naprej je bil 
postopek enak kot pri imunohistokemiji zmrznjenih rezin, le da smo rezine v koraku pred 
dehidracijo pobrali na silanizirana stekla v KPBS pufru in jih čez noč pustili, da se 
posušijo. Dehidracijo in nadaljnje korake smo naredil naslednji dan.  
 
3.5.3 Zajem in analiza slik imunohistokemičnih preparatov  
 
Imunohistokemične preparate po barvanju za tirozin hidroksilazo in katepsin X smo 
pregledali pod stereomikoroskopom pri 10-kratni, 20-kratni in 32-kratni povečavi, vse pod 
enakimi svetlobnimi pogoji in enakimi nastavitvami. Zanimalo nas je anatomsko področje 
črnega jedra v možganskih rezinah v območju od -5,04 do -6 mm oddaljenosti od bregme. 
Pomagali smo si z Atlasom možganov podgane (Paxinos in Watson, 2007). Posneli smo 
celotne rezine, dele rezin v področju črnega jedra z zajemom obeh možganskih hemisfer 
hkrati, za primerjavo zdrave in denervirane hemisfere ter dele rezine z zajemom 
posamezne hemisfere v področju črnega jedra. Prisotnost tirozin hidroksilaze in katepsina 
X v možganskih rezinah smo določili glede na rjavo obarvanje. 
 
Imunohistokemične preparate smo posneli tudi s svetlobnim mikroskopom Olympus IX81, 
povezanim s kamero Olympus DP71 (Olympus Optical). Slike smo zajemali na celotnem 
področju črnega jedra in ventralno tegmentalnega dela. Posneli smo jih pod 100-kratno, 
200-kratno in 400-kratno povečavo, vse z istimi svetlobnimi pogoji in enakimi 
nastavitvami objektiva. 
 
Za semikvantitatvino analizo imunohistokemičnih preparatov smo prešteli celice z 
zvišanim nivojem proteina katepsina X v predelu kompaktnega dela črnega jedra. Celice z 
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zvišanim nivojem proteina katepsina X se morfološko razlikujejo od ostalega tkiva po 
intenzivni obarvanosti. Najprej smo z opazovanjem imunohistoloških preparatov pod 
svetlobnim mikroskopom pod 100-kratno povečavo in s pomočjo atlasa na vsaki rezini 
določili območje kompaktnega dela črnega jedra. Število nevronov z zvišanim nivojem 
proteina katepsina X smo prešteli z indikatorjem položaja miške na zaslonu štirih sosednjih 
vidnih poljih pod 200-kratno povečavo.  
 
Možganske rezine z imunohistokemično označenim katepsinom X, smo slikali s 
transiluminatorjem, povezanim s kamero CoolSNAP. Stekla z možganskimi rezinami smo 
polagali na negatoskop, ki jih je presvetljeval z difuzno neonsko svetlobo. S programom 
MCID Elite, ki je digitaliziral signal, smo dobili osem-bitno črno-belo sliko z več odtenki 
sivine. Na teh slikah so vidne celotne možganske rezine. Prisotnost katepsina X v 
možganskih rezinah smo, tako kot pri lupi in svetlobnem mikroskopu, določili glede na 
rjavo obarvanje. Zanimala so nas anatomska področja v možganskih rezinah treh različnih 
oddaljenosti od bregme: -3,24 mm, 1,56 mm in -10,32 mm. Pomagali smo si z Atlasom 
možganov podgane (Paxinos in Watson, 2007). 
 
Za analizo proteina katepsina X v kompaktnem delu črnega jedra smo uporabili enosmerno 
analizo variance (ANOVA). Razlike med skupinami so bile nadalje analizirane s Tukey-
jevim post-testom. Rezultati v grafih so prikazani kot število celic z zvišanim nivojem 
proteina katepsina X v kompaktnem delu črnega jedra. Vso statistično analizo podatkov 
smo opravili z računalniškim programom GraphPad Prism, 6 (GraphPad Software Inc., San 
Diego, CA, ZDA). 
 
3.6 METODE DOLOČEVANJA AKTIVNOSTI IN IZRAŽANJA KATEPSINA X  
 
3.6.1 Izolacija proteinov iz kompaktnega dela črnega jedra 
 
Za izolacijo proteinov iz kompaktnega dela črnega jedra posameznih možganov smo 
uporabili 8 rezin debeline 20 μm. Vsi postopki so potekali v prostoru ohlajenim na 4 °C 
oziroma na ledu. S skalpelom smo obrezali kompaktni del črnega jedra in ga skupaj s 
parafilmom prenesli v epico s 60 μl lizirnega pufra z dodanim fosfataznim inhibitorjem 
(razredčitev 1:100). Vzorce smo homogenizirali in pustili na ledu 30 minut. Po 20 minutah 
smo iz vzorcev pobrali ostanke parafilma. Celične lizate smo za dodatno mehansko 
obdelavo tkiva sonicirali (1 x 10 s), s čimer smo omogočili dodatno razbitje celične 
membrane in s tem sprostitev proteinov iz celice. Sledilo je centrifugiranje lizatov 15 min 
pri 15.000 obr./min pri 4 °C, za peletiranje celičnega debrija. Supernatant smo prenesli v 
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3.6.2 Določanje koncentracije proteinov (metoda DC) 
 
Metoda DC (angl. detergent compatible) temelji na Lowry-evi metodi določanja 
koncentracije proteinov. V biuretski reakciji divalentni bakrovi ioni reagirajo s peptidnimi 
vezmi proteinov in nastanejo monovalentni bakrovi ioni. V Lowry-evi reakciji pa Folinov 
reagent da modro-vijolično barvo. Do obarvanja pride zaradi redukcije 
fosfomolibdotungostata do hetero-polimolibden modre z bakrom katalizirane oksidacije 
aromatskih aminokislin. Intenziteta barve je tako odvisna od količine aromatskih kislin. 
Maksimalna absorbanca je pri 750 nm in najnižja pri 405 nm. Za pravilno končno 
določitev koncentracije proteinov je potrebna umeritvena krivulja, ki je najpogosteje 
pripravljena s serumom bovin-albumin (BSA) kot standardni protein (Lowry in sod., 
1951). 
 
V supernatantu se po lizi celic nahajajo proteini. Iz vsakega vzorca smo odpipetirali 4 μl 
supernatana v nove epice in dodali 8 μl ustreznega lizirnega pufra in jih s tem 3-krat 
redčili, da smo prišli v območje umeritvene krivulje. V vdolbinice mikrotitrske plošče smo 
nato najprej v treh paralelkah odpipetirali po 5 μl standardne raztopine BSA ustreznih 
koncentracij. Za pripravo standardov smo BSA raztopili v destilirani vodi. Izhodno 
raztopino BSA smo nato redčili v lizirnem pufru tako, da smo dobili koncentracije 
standarda od 0,2 do 1,5 mg/ml. V ostale vdolbinice na plošči smo v dveh paralelkah 
odpipetirali po 5 μl posameznega vzorca. V vse vdolbinice smo nato dodali reagente. 
Najprej po 25 µl reagenta A', ki smo ga tik pred nanosom pripravili iz reagentov A in S (na 
1 ml reagenta A 20 µl reagenta S) in nato po 200 μl reagenta B. Ploščo smo rahlo pretresli, 
da se je vsebina premešala. Sledila je 15 minutna inkubacija na sobni temperaturi in 
merjenje absorbance pri 750 nm z avtomatskim čitalcem mikrotitrskih plošč (Tecan 
Safire). Koncentracijo preučevanega proteina smo izračunali iz umeritvene krivulje, 
dobljene s pomočjo pripravljenih standardov BSA, in upoštevanjem faktorja redčenja 
vzorcev. Dobljene koncentracije proteina v vzorcu smo uporabili pri metodi merjenja 
aktivnosti proteina katepsina X in nivoju izražanja katepsina X.  
 
3.6.3 Merjenje aktivnosti katepsina X 
 
Z izmerjenimi koncentracijami proteina v posameznih vzorcih smo izračunali volumen 
vzorca, ki je potreben za končno koncentracijo proteinov 50 μg/200 μl. Izbrani volumen 
vzorca smo redčili v aktivacijskem pufru za katepsin X in zmes inkubirali 10 min pri       
37 °C. Za določanje aktivnosti katepsina X v celicah črnega jedra smo uporabili specifični 
substrat za katepsin X (Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH). Substrat smo redčili v razmerju 1:10 
v osnovnem aktivacijskem pufru za katepsin X. V vdolbinice mikrotitrske plošče smo 
odpipetirali po 5 μl zredčenega substrata za katepsin X. K substratu smo v vdolbinice 
dodali po 95 μl aktiviranega vzorca in tako začeli s merjenjem fluorescence. Ta je bila 
izmerjena pri λex 320 nm in λem 420 nm na spektrofotometričnem čitalcu plošč (Tecan 
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Safire). Rezultat za vsak vzorec je podan kot naklon linearnega dela krivulje, relativna 
intenziteta fluorescence v odvisnosti od časa (∆F/∆t). Za analizo rezultatov smo s parnim t-
testom pri tveganju p<0,05 ugotavljali razlike v aktivnosti katepsina X v denerviranem 
črnem jedru po injiciranju s 6-OHDA v primerjavi z aktivnostjo katepsina X v inerviranem 
črnem jedru (kontrola). Rezultate v grafu smo predstavili kot relativno aktivnost katepsina 
X glede na kontrolo. 
 
3.6.4 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega  dodecil sulfata 
(NaDS PAGE) 
 
Elektroforeza je separacijska tehnika, ki omogoča ločevanje molekul zaradi razlik v njihovi 
velikosti in naboju. Za ločevanje proteinov se najpogosteje uporablja poliakrilamidna 
gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata. Gelski matriks je sestavljen iz 
akrilamida in bisakrilamida (N,N'-metilenbisakrilamida), ki ob dodatku katalizatorjev 
polimerizira. Matriks je sestavljen iz dveh gelov v vertikalnem sistemu. Zgornji 
koncentracijski gel je manj zamrežen in omogoča, da se vsi proteini iz vzorcev 
skoncentrirajo na bazni liniji in istočasno vstopijo v separacijski gel. Spodnji separacijski 
gel, ki je bolj zamrežen pa omogoča ločitev molekul po velikosti. Elektroforeza poteka v 
sistemu pod električno napetostjo. Zaradi vezave natrijevega dodecilsulfata, ki je negativno 
nabit, na proteine, le-ti v električnem polju potujejo proti pozitivno nabiti anodi (Kuhelj, 
2003).  
 
Izvedbo elektroforeze smo začeli s sestavljanjem aparature za vlivanje gelov in pripravo 
gelov (preglednica 4). V nosilec za pripravo gelov smo vlili najprej 12 % separacijski gel 
(preglednica 4), na katerega smo, preden se je ta začel strjevati, nalili 2 ml z vodo 
nasičenega butanola, s čimer smo izravnali gladino gela. Po strditvi gela smo butanol 
odlili, gel sprali z vodo in odvečno tekočino previdno popivnali s filter papirjem. Nato smo 
pripravili še  5 % koncentracijski gel (preglednica 4) in ga vlili na separacijski gel. Takoj 
smo vstavili glavničke, ki v gelu ustvarijo žepke za vzorce in jih odstranili, ko se je gel 
strdil. 
 
Preglednica 4: Sestava gelov za NaDS PAGE 
12 % separacijski gel 5 % koncentracijski gel 
40 % akrilamid 2,4 ml 40 % akrilamid 376 ml 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 2 ml 1,5 M Tris-HCl, pH 6,8 390 ml 
dH2O 3,4 ml dH2O 2 ml 
10 % SDS 100 μl 10 % SDS 30 μl 
10 % APS* 100 μl 10 % APS* 30 μl 
TEMED* 3,4 μl TEMED* 3 μl 
*dodamo tik pred vlivanjem gela 
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Vzorce za nanos na gel smo pripravili tako, smo ustrezni količini proteinov dodali takšno 
količino lizirnega pufra, da je bila končna koncentracija proteinov 30 µg/20 µl. Dodali smo 
še 10,6 µl 3 x nanašalnega pufra in 5,4 µl 1 M DTT. V nanašalni pufer je bil dodan glicerol 
za lepše usedanje in barvilo bromfenol modro za sledenje elektroforezne fronte. Tako 
pripravljene vzorce smo kuhali 5 minut v vodni kopeli pri 100 °C. 
 
Pripravljen gel smo prenesli v aparaturo za elektroforezo. Aparaturo smo napolnili z 
elektroforeznim pufrom (pH 8,3). V prvi žepek gela smo vnesli 7 µl označevalca velikosti 
proteinov, v ostale pa po 27 µl vzorcev. Gel smo razvijali približno 2 uri pri konstantni 
napetosti 100 V. Po končani ločbi smo aparaturo razdrli in gel prenesli v predhodno 
pripravljeno aparaturo za prenos western. 
 
3.6.5 Prenos western 
 
Prenos western je metoda za specifično detekcijo proteinov. Za določevanje posameznih 
proteinov uporabljamo specifična protitelesa. Velike molekule, kot so protitelesa, težko 
potujejo skozi gel. V ta namen moramo proteine iz gela prenesti na nitrocelulozno 
membrano. Prenos western je lahko kapilaren ali elektroforezen. Navadno za detekcijo 
proteina na membrani uporabljamo primarna protitelesa, ki so specifično usmerjena proti 
proteinu. Na primarna protitelesa pa vežemo sekundarna protitelesa, specifična proti 
primarnim protitelesom, označena s kromogenom ali encimom. 
 
Po končani elektroforezi smo najprej pripravili aparaturo za izvedbo prenosa western. 
Aparaturo smo sestavili tako, da smo na plastičen nosilec, pomočen v pufer za prenos, 
namestili gobico. Gobico smo predhodno dobro prepojili s pufrom za prenos, da smo 
izgnali iz nje zračne mehurčke, ki bi lahko motili potek prenosa proteinov. Izrezali smo 
filter papir in nitrocelulozno membrano v velikosti gela za elektroforezo. Filter papir smo 
namočili v pufer za prenos in ga namestili na gobico. Nanj smo položili nitrocelulozno 
membrano, ki smo jo predhodno 5 min aktivirali v metanolu. Z glajenjem smo odstranili 
zračne mehurčke, ki so nastali med filter papirjem in membrano. Gel z ločenimi proteini 
smo omočili s pufrom za prenos in ga položili na nitrocelulozno membrano. Nato smo na 
gel namestili še eno plast filter papirja in omočeno gobico. Na koncu smo namestili še 
drugi del plastičnega nosilca in aparaturo priključili na napetost. Prenos je potekal 1,5 ure 
pri konstantni napetosti 100 V. 
 
Po končanem prenosu smo membrano sprali z 0,1 % Tween 20 v TBS (TBS-T) in zatem 1 
uro ob rahlem mešanju blokirali v 1,5 % mleku in 1 % BSA v TBS-T. Sledila je inkubacija 
membrane v raztopini primarnih kozjih protiteles specifičnih za katepsin X (1000-kratno 
redčenje v blokirni raztopini) preko noči pri 4 °C ob rahlem stresanju. Naslednji dan smo 
membrano spirali 3-krat po 5 min s pufrom TBS-T. Sledila je inkubacija membrane v 
raztopini  sekundarnih, proti-kozjih protiteles konjugiranih s hrenovo peroksidazo (HRP), 
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raztopljenimi v 1,5 % mleku v TBS-T. Po 1 uri inkubaciji pri sobni temperaturi ob rahlem 
stresanju smo membrano spirali 6-krat po 5 minut s pufrom TBS-T. Membrano smo nato 
prenesli na parafilm s substratom za HRP in inkubirali 5 minut zaščiteno pred svetlobo. S 
pomočjo aparature G-Box za denzitometrično določanje smo posneli odziv na membrani in 
med vzorci primerjali intenzitete lis. 
 
Po končani meritvi smo membrano najprej 30 min spirali s pufrom TBS-T in nato 1 uro in 
15 min inkubirali v pufru za odstranjevanje vezanih protiteles pri 60 °C. Zatem smo 
membrano ponovno sprali 2-krat po 20 min s pufrom TBS-T, jo blokirali in inkubirali z 
raztopino primarnih protiteles proti β-aktinu za določanje ustreznega nanosa vzorcev na 
gel. 
 
3.7 METODE IMUNOFLUORESCENCE 
 
Med imunofluorescenčne metode uvrščamo konfokalno mikroskopijo, ki predstavlja 
močno orodje v mikroskopiji bioloških vzorcev. Fluorescenčni mikroskop je osnova 
konfokalne mikroskopije, vendar v primerjavi z njim dobimo mnogo boljšo sliko. Za 
vzbujanje fluorescence v vzorcu, kot vir svetlobe, uporabljamo laser. Posebnost 
konfokalnega mikroskopa je, da  z laserjem ne osvetljujemo celotnega preparata hkrati, 
vendar ga pregledujemo po točkah v določeni optični ravnini. To nam omogočata dve 
zaslonki z zelo majhnima odprtinama, ki sta nameščeni v gorišču za lečo objektiva, 
konfokalno. Prva zaslonka je nameščena za izvorom svetlobe in omogoča osvetljevanje 
preparata le v eni točki. Druga zaslonka je nameščena pred detektorjem in preprečuje 
vstopanje fluorescentne svetlobe v, ki izhaja iz območij preparata zunaj gorišča (Fellers in 
Davidson, 2016).  
 
V postopku imunofluorescenčnega označevanja katepsina X in lizosomov z lizosomalnim 
označevalcem LAMP1 smo uporabili zmrznjene rezine možganov 6-OHDA zgodnjih 
časovnih točk. Rezine shranjene v krioprotektantu smo najprej spirali v 50 mM KPBS in 
jih nato inkubirali v blokirnem pufru 30 minut pri sobni temperaturi. Pri tem smo blokirali 
vsa prosta vezavna mesta in tako preprečili nespecifično vezavo protiteles. Sledila je 
inkubacija v raztopini primarnih protiteles v blokirnem pufru čez noč pri 4 °C ob rahlem 
mešanju. Pri prvi inkubaciji smo uporabili samo raztopino kozjih primarnih protiteles proti 
katepsinu X. Po končni inkubaciji smo spirali rezine v primarnem spiralnem mediju. 
Rezine smo nato inkubirali v raztopini sekundarnih protiteles v pufru za sekundarna 
protitelesa 60 minut pri sobni temperaturi in ob rahlem mešanju. Uporabili smo 
kombinacijo oslovskih sekundarnih protiteles proti kozjim, konjugiranim s fluorokromom 
Alexa Fluor 633 in zajčja protitelesa proti LAMP-1, konjigirana s fluorokromom Cy3. Po 
inkubaciji smo rezine najprej spirali v sekundarnem spiralnem mediju in nato še v KPBS. 
Sprane rezine smo prenesli na objektna stekelca (Menzel) in počakali, da so se rezine 
posušile. Nanje smo potem dodali po 2 kapljici reagenta ProLongAntifade in čez položili 
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krovno stekelce. Preparate smo do konfokalne mikroskopije hranili na 4 °C. Kolokalizacijo 
katepsina X z lizosomalnim označevalcem LAMP1 smo posneli s konfokalnim 
mikroskopom Carl Zeiss LSM 710 na Inštitutu Jožefa Stefana. Dobljene slike so bile 
analizirane s pomočjo programske opreme Carl Zeiss LSM, verzija 3.0.  
 
Označevanje katepsina X in tirozin hidroksilaze je potekalo po enakem postopku kot 
označevanje katepsina X in lizosomov, pri čemer smo pri prvi inkubaciji uporabili kozja 
primarna protitelesa proti katepsinu X in mišja monoklonska protitelesa proti tirozin 
hidroksilazi. Pri drugi inkubaciji pa smo uporabili oslovska sekundarna protitelesa proti 
kozjim, označena s fluorokromom Alexa Fluor 633 in sekundarna kozja protitelesa proti 
mišjim, označena z Alexa Fluor 555. Kolokalizacijo katepsina X in TH smo pregledovali 
in slikali z mikroskopom AxioImager.Z1 z dodatkom ApoTome (Carl Zeiss). 
Fluorescenčni mikroskop z dodatkom ApoTome lahko posname imunofluorescenčni signal 
iz posameznih optičnih rezin tako, da zajema svetlobo iz ene optične rezine. Goriščne 
ravnine posnetih optičnih rezin so bile 240 nm narazen. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 ČASOVNI POTEK PROPADA NIGROSTRIATNIH NEVRONOV PO 
INJICIRANJU 6-OHDA 
 
Za dokazovanje enostranske poškodbe dopaminskih nigrostriatnih nevronov pod vplivom 
6-OHDA smo propad celic spremljali v časovnih točkah 12, 24 in 48 ur od injiciranja v 
področju črnega jedra. 6-OHDA smo v možgane injicirali unilateralno, pri čemer je 
intaktna stran predstavljala kontrolo. Pripravili smo rezine zamrznjenih možganov in 
propad dopaminskih nevronov ugotavljali z imunohistokemičnim označevanjem tirozin 
hidroksilaze (TH).  
 
Protitelesa proti TH specifično označijo telo in izrastke (aksoni in dendriti) dopaminskih in 
(nor)adrenergičnih nevronov. V primeru propada dopaminskih nevronov v hemisferi s 6-
OHDA poškodbo manjka imunohistokemični signal tirozin hidroksilaze v ventralno 
tegmentalnem območju (VTA) in v kompaktnem črnem jedru (SNc), kjer se nahajajo 
telesa nigrostriatnih nevronov.  
 
Na naših vzorcih smo na strani injiciranja 6-OHDA opazili zmanjšan imunohistokemični 
signal tirozin hidroksilaze v območju VTA in delu SNc v časovnih točkah 24 in 48 ur, kar 
potrjuje delni propad nigrostriatnih nevronov. Rezultati imunihistokemičnega označevanja 
TH v SNc v časovnih točkah 12, 24 in 48 ur po injiciranju 6-OHDA so prikazani na sliki 7. 
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Slika 7: Časovni potek enostranskega propada dopaminskih nevronov v možganih podgan 6-OHDA z 
imunohistokemičnim označevanjem tirozin hidroksilaze (TH). Prikaz propada dopaminskih nevronov je 
bila narejen v časovnih točkah 12 (A, B), 24 (C, D) in 48 ur (E, F) po injiciranju 6-OHDA. Postopen propad 
dopaminskih nevronov je viden kontralateralno s primerjavo kompaktnega dela črnega jedra (SNc). (A,B) V 
časovni točki 12 ur od injiciranja 6-OHDA je vidno obarvanje TH v področju VTA in SNc tako v hemisferi s 
poškodbo (desno) kot v kontrolni hemisferi (levo). (C, D) V časovni točki 24 ur od injiciranja 6-OHDA je 
obarvanje TH v hemisferi s poškodbo (C, desno; D) šibkejše kot na kontrolni hemisferi (C, levo) v področju 
VTA. (E, F) V časovni točki 48h je vidna delna lezija v področju VTA in delu SNc v hemisferi s poškodbo  
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4.2 REZULTATI NIVOJA IZRAŽANJA IN AKTIVNOSTI KATEPSINA X  
 
4.2.1 Povečano izražanje proteina katepsina X v denerviranem striatumu živali 6-
OHDA  
 
Za ugotavljanje vpliva 6-OHDA na kinetiko katepsina X na podganjem modelu smo 
naredili preliminarni poskus. Z njim smo želeli ugotoviti vpliv 6-OHDA na izražanje 
katepsina X v striatumu, kamor projicirajo aksoni dopaminskih nigrostriatnih nevrononv. 
 
Izražanje katepsina X v striatumu 6-OHDA živali smo ugotavljali z analizo prenosa 
western v zgodnji časovni točki 12 ur po injiciranju 6-OHDA). Primerjali smo izražanje 
katepsina X med inerviranim in denerviranim striatumom možganov živali 6-OHDA v 
zgodnji točki. Pokazali smo povečano izražanje katepsina X v denerviranem striatumu 
(slika 8B) in s tem dokazali vpliv 6-OHDA na izražanje katepsina X. Nivo izražanja 
katepsina X je v denerviranem striatumu živali 6-OHDA 12 ur po injiciranju statistično 
značilno višja v primerjavi z inerviranim striatumom (parni t-test, p<0.05, n=4) (slika 8). 
 
Sočasno z izražanjem katepsina X v striatumu smo z označevanjem TH ugotavljali tudi 
vpliv 6-OHDA na propad nevronov. Analiza prenosa western je pokazala propad 
nigrostriatnih nevronov na denervirani strani v časovni točki 12 ur, ki se vidi, kot odsotnost 
proteinske lise TH (slika 8A).  
31 
Vesel J. Vpliv 6-OHDA na nivo proteina katepsina X v črnem jedru na podganjem modelu za Parkinsonovo bolezen. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2017 
 
Slika 8: Vpliv 6-OHDA lezije na nivo izražanja TH in katepsina X v striatumu živali 6-OHDA. Kontrolo 
nanosa proteinov na gel smo ugotavljali z analizo proteinskih lis β-aktina. (A) Odsotnost signala TH na 
denervirani strani živali 6-OHDA kaže na propad dopaminskih nigrostriatnih nevronov v možganski 
hemisferi s 6-OHDA poškodbo, medtem ko je signal prisoten v inerviranem striatumu oz. kontrolni hemisferi 
(parni t-test, p<0,05, n=4). (B) Nivo katepsina X je v času 12 ur od injiciranja višji v denerviranem struatumu 
živali 6-OHDA v primerjavi z inerviranim striatumom (parni t-test, p<0,05, n=4). 
4.2.2 Aktivnost katepsina X v črnem jedru po injiciranju 6-OHDA 
 
Aktivnost katepsina X v črnem jedru smo izmerili v časovnih točkah 12, 24, 48 ur in 4 
tedne od unilateralnega injiciranja 6-OHDA v možgane. Za metodo ugotavljanja aktivnosti 
proteina smo uporabili izolirano tkivo črnega jedra iz zamrznjenih rezin. Pripravili smo 
homogenizate in z uporabo specifičnega substrata Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH za katepsin 
X izmerili aktivnost proteina.  
 
Relativno aktivnost katepsina X v črnem jedru smo ugotavljali kot aktivnosti statistično 
razliko aktivnosti katepsina X v denerviranem črnem jedru po injiciranju s 6-OHDA v 
primerjavi z aktivnostjo katepsina X v inerviranem črnem jedru (kontrola), in sicer smo 
slednje ugotavljali s parnim t-testom. Rezultati so pokazali statistično značilno razliko 
p<0,05 pri časovni točki 4 tedne. 
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Slika 9: Vpliv 6-OHDA na relativno aktivnost katepsina X v črnem jedru. Graf prikazuje aktivnost 
katepsina X  v denerviranem črnem jedru po injiciranju s 6-OHDA v primerjavi z aktivnostjo katepsina X v 
inerviranem črnem jedru (kontrola). Aktivnost katepsina X je pri krajših časovnih točkah (12 – 48 ur) pod 
vplivom 6-OHDA rahlo povečana, vendar pa je statistično značilna le po 4 tednih injiciranja s 6-OHDA 
(parni t-test, statistična značilnost p<0,05 pri točki 4 tedne). 
 
4.3  POVEČANO IZRAŽANJE PROTEINA KATEPSINA X PO INJICIRANJU 6-OHDA  
 
Izražanje katepsina X v podganjih možganih 6-OHDA živali smo ugotavljali z metodo 
imunohistokemije za katepsin X. S specifičnimi protitelesi smo označili in analizirali 
lokalizacijo zvišanja nivoja katepsina X.  
 
Za lokalizacijo kompaktnega dela črnega jedra (SNc) smo uporabili atlas podganjih 
možganov (slika 10) (Paxinos in Watson, 2007) in ga primerjali z imunohistokemično 
obarvani rezinami možganov. Izražanje katepsina X smo ugotavljali v zgodnjih (12, 24, 48 
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Slika 10: Lociranje kompaktnega dela črnega jedra (SNc) s pomočjo anatomskega atlasa (Paxinos in 
Watson, 2007: 121). Puščici kažeta na lokacijo kompaktnega dela črnega jedra. 
4.3.1 Rezultati imunohistokemije zgodnjih časovnih točk 12, 24 in 48 ur po 
injiciranju 6-OHDA 
 
Prisotnost katepsina X smo določili glede na prisotnost rjavega obarvanja. Ugotovili smo, 
da je zvišan nivo katepsina X prisoten v območju kompaktnega dela črnega jedra (slika 11 
in 12). Na slikah pod večjo povečavo (slika 11, A'', B'' in C'') so vidne posamezne celice z 
zvišanim nivojem katepsina X, kar je vidno kot intenzivnejše rjavo obarvanje oziroma 
močnejši signal. S primerjavo signala inervirane in denervirane hemisfere smo ugotovili, 
da je nivo katepsina X na strani lezije višji od nivoja na kontrolni strani (slika 12). 
 
Časovno odvisnost nivoja katepsina X od injiciranja 6-OHDA v črnem jedru smo 
ugotavljali z metodo imunohistokemičnega označevanja katepsina X s specifičnimi 
protitelesi. Časovni potek zvišanja katepsina X smo analizirali v časovnih točkah 12, 24 in 
48 ur od injiciranja 6-OHDA v možgane. Ugotovili smo, da je nivo katepsina X v časovni 
točki 12 in 24 ur višji kot v časovni točki 48 ur. Rezultat časovne odvisnosti nivoja 
katepsina X smo potrdili s semikvantitativno metodo štetja celic (slika 13). Šteli smo celice 
z zvišanim nivojem katepsina X v območju kompaktnega dela črnega jedra v hemisferi z 
lezijo in v kontrolni hemisferi. Število pozitivnih celic kontrolne strani smo odšteli od 
strani z lezijo za vsako žival. Analiza je pokazala signifikantno razliko časovne točke 12 ur 
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v primerjavi s časovno točko 24 in 48 ur. Ugotovili smo, da se nivo katepsina X na strani 
lezije v zgodnjih časovnih točkah s časom niža. 
 
 
Slika 11: Zvišan nivo katepsina X v črnem jedru živali 6-OHDA na strani lezije. Z imunohistokemičnim 
označevanjem katepsina X smo ugotovili zvišan nivo proteina v območju kompaktnega dela črnega jedra 
(SNc) na strani lezije. V območju SNc (označeno z modro in rdečo puščico na sliki A) so jasno vidne celice z 
zvišanim nivojem katepsina X (sliki A'' in B''). Primerjava rezin z obeh hemisfer posameznih možganov je 
pokazala zvišan nivo katepsina X v SNc na strani lezije primerjava slik A' in A'', B' in B''). Jasno vidnih celic 
z zvišanim nivojem katepsina X je v časovni točki 48 ur manj glede na časovno točko. Kvadratki na slikah A, 
B in C so prikazani pod večjo povečavo na slikah A', A'', B', B'', C' in C'' in prikazujejo območje SNc. Na 
sliki  C'' Primerjava slik A' in A'', B' in B'' ter C' in C'' pokaže razliko v nivoju katepsina X med kontrolno 
hemisfero A', B' in C' in hemisfero z lezijo A'', B'' in C''. Merila: 50 μm (C', C''), 2 cm (C).  
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Slika 12: Časovni potek zvišanja nivoja katepsina X v kompaktnem delu črnega jedra (SNc) 6-OHDA 
živali. Analizirane so bile časovne točke 12, 24 in 48 ur od injiciranja 6-OHDA v možgane do žrtvovanja 
živali. Na slikah B, C in D so prikazane celice s povišanim nivojem katepsina X v področju SNc v hemisferi 
z lezijo (označeno z rdečo). Celice z močneje povišanim katepsinom X so vidne v časovni točki 12 (A) in 24 
ur (B), v časovni točki 48 ur (C) je celic s povišanim nivojem katepsina X manj. Na slikah B', C' in D' so 
prikazane celice s kontrolne hemisfere (označeno z modro). Bele puščice na slikah B' in C' kažejo na celice s 
povišanim nivojem katepsina X. Merilo: 50 μm. 
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Slika 13: Časovni potek nivoja katepsina X v črnem jedru 6-OHDA možganov. Graf prikazuje časovni 
potek števila celic z zvišanim nivojem katepsina X v črnem jedru na strani lezije. Raven katepsina X v SNc 
živali 6-OHDA je statistično značilno višja 12 ur po injiciranju 6-OHDA v primerjavi z živalmi, ki so bile 
žrtvovane 24 in 48 ur po injiciranju 6-OHDA (enosmerna ANOVA s Tukeyevim testom, * p<0,05). 
4.3.2 Rezultati imunohistokemije pozne časovne točke (4 tedne) po injiciranju 6-
OHDA 
 
Pri metodi imunohistokemije pozne časovne točke smo za analizo uporabili plavajoče 
rezine možganov 6-OHDA živali. Primerjali smo signal katepsina X med denervirano in 
inervirano stranjo možganov. Biološki material je prispevala Larisa Tratnjek z Inštituta za 
patološko fiziologijo Univerze v Ljubljani iz dela svojega doktorske disertacije z naslovom 
'Vloga sinaptotagmina IV na 6-OHDA podganjem modelu za Parkinsonovo bolezen in 
tg2576 mišjem modelu za Alzheimerjevo bolezen'.V svojem delu je predhodno potrdila 
popoln propad dopaminskih nevronov na strani lezije v tej časovni točki. 
 
Rezultati imunohistokemije pozne časovne točke za katepsin X so pokazali zvišan nivo 
katepsina X na območju injiciranja 6-OHDA. Na slikah 14 in 15 sta prikazana dva tipična 
primera takega povišanja, pri obeh so obarvane različne strukture. Na sliki 14 je vidna 
intenzivna rjava obarvanost. Pod večjo povečavo so na slikah 14 B, C vidne obarvane 
vezikularne strukture. 
 
V pozni časovni točki je višji nivo katepsina X viden tudi v posameznih celicah v območju 
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Slika 14: Zvišan nivo proteina katepsina X na mestu injiciranja 6-OHDA ob črnem jedru. 
Imunohistokemija proteina katepsina X plavajočih rezin iz možganov živali, ki so bile žrtvovane 4 tedne po 
injiciranju 6-OHDA. Na sliki A je s puščico označeno mesto injiciranja 6-OHDA. Na sliki B je prikazano 
mesto injiciranja 6-OHDA z vidno močno obarvanostjo. Kvadratek na sliki B je povečan na sliki C, kjer so 
vidne obarvane vezikularne strukture. Merilo 100 μm (B), 50 μm (C). 
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Slika 15: Nivo proteina katepsina X v kompaktnem delu črnega jedra (SNc) po 4 tednih od injiciranja 
6-OHDA v možgane živali. Imunohistokemija proteina katepsina X na plavajočih rezinah. (B) Vidne 
posamezne celice z zvišanim nivojem proteina X v območju SNc. (C) na kontralateralni strani je nivo 
katepsina X enak kot v bližnjih možganskih regijah. Merilo: 100 μm. 
 
4.4 REZULTATI IMUNOFLUORESCENCE 
 
Za dodatno potrditev lokalizacije katepsina X v dopaminskih nevronih črnega jedra smo 
uporabili metodo dvojne imunofluorescence. S fluorescenčno konfokalno mikroskopijo 
smo lokalizirali katepsin X in TH pozitivne nevrone v črnem jedru v zgodnji časovni točki 
12 ur in potrdili kolokalizacijo (slika 16). Primerjali smo tudi signale med kontrolno 
hemisfero in hemisfero z injiciranim 6-OHDA (slika 16). Na hemisferi injiciranja 6-OHDA 
nismo opazili zmanjšanja TH signala, kar pomeni, da do propada nevronov še ni prišlo. 
Opazili pa smo nekoliko povečan signal za katepsin X na strani injiciranja 6-OHDA. Obe 
opažanji se skladata z rezultati imunohistokemije.  
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Slika 16: Lokalizacija katepsina X črnem jedru 6-OHDA živali. Reprezentativne slike časovne točke 12 
ur kažejo lokalizacijo katepsina X (rdeča fluorescenca) in TH pozitivnih nevronov (zelena fluorescenca) v 
črnem jedru (spodaj) glede na kontrolo (zgoraj). 
Z metodo imunofluorescence smo naredili tudi lokalizacijo katepsina X in lizosomalnega 
transmembranskega proteina LAMP-1 (slika 17). Ker je katepsin X del lizosomalnega 
sistema smo pričakovali njuno kolokalizacijo. Barvanje smo naredili na rezinah zgodnje 
časovne točke 48 ur in zaznali močno kolokalizacijo katepsina X in LAMP-1 v celicah 
črnega jedra. 
 
Slika 17. Lokalizacija katepsina X z lizosomalnim markerjem LAMP-1 v črnem jedru 6-OHDA živali. 
Reprezentativne slike časovne točke 48 ur po injiciranju 6-OHDA kažejo močno lokalizacijo katepsina X 
(vijolična fluorescenca) in lizosomalnih veziklov (rdeča fluorescenca) v črnem jedru (spodaj) glede na 
kontrolo (zgoraj). Merilo: 10µm. 
40 
Vesel J. Vpliv 6-OHDA na nivo proteina katepsina X v črnem jedru na podganjem modelu za Parkinsonovo bolezen. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2017 
5 RAZPRAVA 
 
5.1 UČINEK 6-OHDA NA PROPAD NIGROSTRIATNIH DOPAMINSKIH 
NEVRONOV 
 
Nevrotoksin 6-hidroksidopamin ima pomembno vrednost pri nastanku podganjega modela 
za Parkinsonovo bolezen. To je klasična metoda z intracerebralno infuzijo 6-OHDA, ki ji 
sledi propad nigrostriatnih dopaminskih nevronov. Široko se jo uporablja za raziskovanje 
motoričnih in biokemijskih okvar pri Parkinsonovi bolezni (Simola in sod., 2007). Tirozin 
hidroksilaza (TH) je encim, ki pretvori tirozin v dopaminski prekurzor 
dihidroksifenilalanin (DOPA), kar pomeni da reducirano izražanje TH vodi v primanjkljaj 
dopamina in posledično v patološke in klinične neobičajnosti (Pardridge, 2005). Upad 
signala za TH v črnem jedru je prisoten tudi po injiciranju 6-OHDA v možgane in je 
pokazatelj propada nigrostriatnih dopaminskih nevronov. 
 
V okviru magistrskega dela smo želeli pokazati vpliv 6-hidroksidopamina na nivo 
izražanja in aktivnosti katepsina X v črnem jedru in hkrati pokazati kakšna je časovna 
odvisnost nivoja katepsina X. 
 
V začetnem delu magistrske naloge smo želeli potrditi propad dopaminskih nevronov pod 
vplivom 6-OHDA. Z metodo imunohistokemije smo z uporabo specifičnih protiteles proti 
tirozin hidroksilazi opazovali obarvanje rezin možganov različnih časovnih točk. Dokazali 
smo delno lezijo v predelu kompaktnega dela črnega jedra na strani lezije v času 48 ur od 
injiciranja 6-OHDA, saj je bilo encima TH precej manj v področju lezije kot pa na 
nepoškodovani strani To smo pokazali z imunohistokemičnim barvanjem v področju 
črnega jedra, pa tudi s prenosom western v področju striatuma. 
 
5.2 IZRAŽANJE IN AKTIVNOST KATEPSINA X 
 
Nadizraženi katepsini so že bili opisani v različnih mehanizmih  propada nevronov oz  
(Pišlar in Kos, 2014). Nedavne študije pa so pokazale možnost pomembne vloge tudi 
katepsina X pri degenerativnih procesih tekom normalnega staranja in patoloških stanj, 
kjer se njegova proteolitična aktivnost in izražanje  močno povečata (Wendt in sod., 2007). 
V raziskavi in vitro so Pišlar in sod. (2014) raziskali potencialno vlogo katepsina X na 
celičnih linijah pod vplivom 6-OHDA. Celice so bile izpostavljene 6-OHDA 6, 12, 24, 48 
in 72 ur. Nivo katepsina X in njegova aktivnost sta se povečala v nediferenciranih celicah 
PC12 in celicah SH-SY5Y v časovni točki 12 ur in povišan nivo izražanja kot tudi 
aktivnost sta ostala prisotna vse do časovne točke 72 ur (Pišlar in sod., 2014). Kot kontrola 
so bile uporabljene netretirane celice. Pred-tretiranje celic s specifičnim inhibitorjem proti 
katepsinu X je celice zaščitilo pred toksičnostjo 6-OHDA, pri čemer sta se zmanjšali 
celična smrt in apoptoza. Rezultati nakazujejo na vlogo katepsina X pri propadu 
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dopaminskih nevronov oziroma vpletenost v verigo patoloških dogodkov, ki vodijo do 
motenj povezanih z nevrodegeneracijo, kot je primer Parkinsonove bolezni. 
 
Namen naše raziskave je bil na modelu in vivo potrditi rezultate raziskav in vitro in s tem 
pridobiti nove informacije o vlogi in delovanju katepsina X pri nevrodegeneraciji 
dopaminskih celic inducirani s 6-OHDA. Po potrditvi delnega propada dopaminskih celic 
smo želeli pokazati izražanje in časovno odvisnost nivoja izražanja katepsina X v črnem 
jedru pod vplivom 6-OHDA. Glede na rezultate na celičnih kulturah smo na modelu in 
vivo nivo katepsina X ugotavljali v časovnih točkah 12, 24, 48 ur po unilateralenem 
injiciranju 6-OHDA v možgane podgan. Kot kontrolo smo uporabili inervirano stran 
možganov. Za dodatno primerjavo smo uporabili tudi časovno točko 4 tedne.  
 
Pred poskusom preverjanja izražanja in aktivnosti katepsina X na vzorcih izoliranega 
črnega jedra živali 6-OHDA zgodnjih časovnih točk smo preliminarno naredili poskus na 
tkivu striatuma živali 6-OHDA v časovni točki 12 ur. Striatum smo vključili v 
preliminarno raziskavo z namenom, da prihranimo pripravljene vzorce SNc, saj bi le teh 
bilo premalo za morebitno ponovitev poskusa in zaradi vrednosti vključenih materialov. Z 
metodo prenosa western smo dokazali povečano izražanje katepsina X na denervirani 
strani glede na inerevirano stran. Lezijo na strani injiciranja 6-OHDA smo dodatno potrdili 
s prenosom western, pri čemer smo uporabili protitelesa proti tirozin hidroksilazi.  
 
Po pozitivnih rezultatih preliminarnega poskusa na striatumu smo nadaljevali z metodami 
na črnem jedru. Metodo za merjenje aktivnosti katepsina X smo uporabili na vseh 
možganih 6-OHDA zgodnjih časovnih točk (12, 24, 48 ur; n=4 na časovno točko) in pozni 
časovni točki (4 tedne; n = 3). Rezultati so pokazali signifikantno razliko v povečani 
aktivnosti katepsina X na strani lezije glede na kontrolno stran. Rezultate merjenja 
aktivnosti katepsina X v črnem jedru potrjujejo tudi rezultati imunohistokemije. 
 
Imunohistokemijo katepsina X smo prav tako naredili na vseh možganih 6-OHDA s 
protitelesi proti katepsinu X na zgodnjih in pozni časovni točki,  pri čemer smo za zgodnje 
točke uporabili zmrznjene rezine, za pozno točko pa plavajoče rezine. Imunohistokemično 
pripravljene vzorce smo analizirali s štetjem celic z zvišanim nivojem katepsina X, ki smo 
jih prepoznali po intenzivni obarvanosti. Metodo štetja celic smo naredili le na vzorcih 
zgodnjih časovnih točk, zaradi pomanjkanja vzorcev pozne časovne točke. Štetje celic je 
pokazalo najvišji zvišan nivo katepsina X v času 12 h, ki je s časom rahlo upadel. Ti 
rezultati se sicer ne skladajo v celoti z rezultati raziskav na celičnih kulturah (Pišlar in sod., 
2014), kjer sta se izražanje in aktivnost katepsina X v nediferenciranih celicah v časovnih 
točkah 0, 6, 12, 24 in 48 ur povečevala, prvič pri točki 12 ur. Skladajo pa se z rezultati na 
diferenciranih celicah, kjer je izražanje katepsina X po začetnem povečanju v časovni točki 
12 ur, v časovnem okvirju do točke 72 ur, rahlo upadlo, njegova aktivnost pa se v teh 
celicah ni signifikantno povečala (Pišlar in sod., 2014). 
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Na imunohistokemičnih vzorcih pozne časovne točke je vidno delno zvišanje nivoja 
katepsina X v posameznih celicah, na posameznih rezinah. Ker je po štirih tednih od 
injiciranja 6-OHDA pričakovan popoln propad nigrostriatnih nevronov, posamezne 
obarvane celice nakazujejo na delni propad oziroma ne nekaj posameznih nevronskih celic, 
ki so preživele. Obstaja možnost, da so vidne celice del imunskega sistema, kar bomo 
obrazložili v poglavju o nevrodegeneraciji inducirani z vnetjem. 
 
Primerjava rezultatov štetja celic in imunohistokemije za TH potrdi domnevo, da gre za 
zvišanje nivoja katepsina X v nevronih. Če se nivo katepsina X v nevronih poveča in ti s 
časom propadajo, se posledično zmanjšuje tudi nivo katepsina X, ki je v njih. Za dodatno 
potrditev, da je prišlo do zvišanega nivoja katepsina X v dopaminskih celicah 
kompaktnega dela črnega jedra na strani lezije smo naredili kolokalizacijo katepsina X in 
TH na zgodnji časovni točki, 12 ur. Rezultati so pokazali lokalizacijo katepsina X v TH 
pozitivnih nevronih črnega jedra. Hkratno povečanje imunohistokemičnega signala 
katepsina X v črnem jedru in striatumu posredno tudi potrjuje, da gre pri tej časovni točki 
za povečanje nivoja katepsina X v dopaminskih nigrostriatnih nevronih. Metoda dvojne 
imunofluorescence katepsina X in označevalca lizosomov LAMP-1 je pokazala 
lokalizacijo katepsina X v lizosomalnih veziklih v črnem jedru pri zgodnji časovni točki 
lezije, 48 ur po injiciranju 6-OHDA.  
 
Za nadaljnje raziskave bi bilo potrebno raziskati kolokalizacijo katepsina X z različnimi 
označevalci celic. Predlagamo dodatno še označevalce za nevronske celice, astrocite in 
mikroglija celice. Predlagamo tudi določitev časovnih točk preko daljšega časovnega 
obdobja, kar bi pripomoglo k boljšemu razumevanju spremenjenih nivojev katepsina X v 
celicah črnega jedra v času. Za sistem kot so možgani vemo, da je kompleksen in, da nanj 
deluje več dejavnikov hkrati. Raziskave na področju nevrodegenerativnih bolezni 
dokazujejo vpliv različnih katepsinov na potek bolezni. Na modelu za PB so tako dokazali 
vpliv katepsina L na propad dopaminskih nevronov (Fei in sod., 2009). Na primeru 
Alzheimerjeve bolezni so ob senilnih plakih našli zvišan nivo več različnih lizosomalnih 
proteaz, med njimi štirih katepsinov (Cataldo in sod., 1991). Vpliv katepsina B na propad 
motoričnih nevronov so našli v primeru amiotrofične lateralne skleroze (Kikuchi in sod., 
2003). Poleg možnega vpliva drugih katepsinov moramo za popolno razumevanje 
delovanja katepsina X na biološke procese upoštevati tudi regulacijske vplive na katepsine, 
kot je optimalen pHza proteolitično delovanje, prisotnost proteolitičnih katepsinov za 
njihovo aktivacijo in endogenih inhibitorjev katepsinov za njihovo zaviranje (Turk in sod., 
2011).  
 
Izsledki raziskav kažejo, da je katepsin X obsežno izražen v raznih imunskih celicah, kot 
so monociti, makrofagi in dendritske celice (Kos in sod., 2005). Pokazano je bilo, da 
katepsin X stimulira adhezijo makrofagov/dendritskih celic, migracijo limfocitov in 
modulira odzive vnetja z aktivacijo β2 integrinskih receptorjev Mac-1 in LFA-1, s tem da 
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proteolitično cepi C-konec β-podenote. Katepsin X cepi C-konec AK γ-enolaze, s čimer 
posledično regulira nevritogenezo in preživetje nevronskih celic. Katepsin X modulira tudi 
proliferacijo limfocitov preko receptorjev LFA-1 in Mac-1. Aktivacija receptorja Mac-1 
zavira proliferacijo limfocitov in tvorbo celičnih skupkov. Aktivacija receptorja LFA-1 pa 
spodbuja proliferacijo limfocitov in posledično imunski odziv (Obermajer in sod., 2008b).  
Kljub temu, da se katepsin X večinoma pojavlja v celicah imunskega sistema, pa so 
njegovo prisotnost našli tudi v celicah centralnega živčnega sistema na primeru mišjih 
možganov (Wendt in sod., 2007). V raziskavi smo z več metodami tudi mi potrdili njegovo 
prisotnost v nevronih in sicer v celicah striatuma in kompaktnega dela črnega jedra. Z 
dodatnimi metodami smo pokazali tudi njegovo povečano aktivnost in izražanje pod 
vplivom 6-OHDA in tako potrdili njegov že predhodno dokazan vpliv v patoloških 
razmerah. Encim je bil najden v nevronih starajočih mišjih možganov, nevronih mišjega 
modela za amiotrofično lateralno sklerozo in modelu za Alzheimerjevo bolezen (Wendt in 
sod., 2007; Hafner in sod., 2013). Rezultati naše raziskave so pokazali močno povišan nivo 
izražanja katepsina X v črnem jedru pri pozni časovni točki, in sicer 4 tedne po injiciranju 
s 6-OHDA, kar nakazuje tudi na vlogo katepsina X v procesih vnetja, ki vodijo v 
nevrodegeneracijo. Slednji izsledki raziskave  se ujemajo z dokazi prisotnosti katepsina X 
v celicah imunskega sistema in pomembni vlogi encima pri vnetnem odzivu (Kos in sod., 
2005). 
 
Ob odkritju dejavnika, ki vpliva na propad nevronov, kot je v našem primeru katepsin X, 
se hkrati pojavi vprašanje o zaviranju njegovega delovanja. Skupina endogenih inhibitorjev 
cisteinskih proteaz so cistatini. Poroča se o njihovi regulaciji proteolitične aktivnosti v 
raznih boleznih, ki so povezane s prekomernim izražanjem cisteinskih katepsinov. 
Povečano izražanje cistatinov C med nevrodegeneracijo je postavilo vprašanje ali njihovo 
povečano izražanje zmanjša nevrodegeneracijo ali je to endogeni zaščitni poskus 
preprečitve napredovanja patologije propadanja nevronov (Gauthier in sod., 2011). 
Obstajajo podatki, ki nakazujejo na zaščitno vlogo cistatina C pri degeneraciji 
nigrostriatnih dopaminskih nevronov, spodbujeni s 6-OHDA (Xu in sod., 2005). Na 
celičnem nivoju so vpliv zaviranja katepsina X na propad nevronskih celic s 6-OHDA že 
raziskali Pišlar in sod. (2014) in pokazali, da zaviranje katepsina X s specifičnim 
sintetičnim inhibitorjem zaščiti propad celic, ki so pod vplivom 6-OHDA. Raziskave na 
področju inhibitorjev se seveda ene najbolj zanimivih, saj so pomembni terapevtski 
kandidati, ki bi potencialno lahko preprečili nevrodegeneracijo. V naši študiji sicer nismo 
raziskovali inhibitorjev katepsina X, smo pa pridobili informacije, ki bodo prispevale k 
zastavljanju novih raziskav ravno na tem področju. 
 
V magistrski nalogi podajamo dokaze, da se povečan imunosignal katepsina X v 
ipsilateralnem črnem jedru pretežno nahaja v vezikularnih strukturah, v lizosomih, kar 
kaže, da deluje v nevrodegenerativnih procesih kot proteolitični encim. Ti encimi so 
vpleteni v procese avtofagije, ki je v zgodnjih fazah nevrodegeneracije poznana kot 
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nevrozaščitni proces. Avtofagija med drugim ščiti nevrone z odstranjevanjem 
poškodovanih toksičnih proteinov in organelov in zavira signalizacijo apoptoze (Nixon in 
Yang, 2012). Napake pri avtofagiji, ki ovirajo zgodnje faze tega procesa mogoče lahko 
promovirajo celično smrt preko dveh možnih mehanizmov. V prvem nepravilna mitofagija 
vodi do kopičenja poškodovanih mitohondrijev in mitohondrijska membranska 
permeabilnost vodi do sprostitve citokroma c in apoptotske celične smrti. V drugem pa 
nepravilna lizosomalna odstranitev substrata avtofagije vodi do prepustnosti lizosomalne 
membrane in sprostitev katepsinov v citosol, kar inducira apoptozno ali nekrotično celično 
smrt. Ti izsledki so pomembni v primeru nadaljevanja naše študije, še posebej pri testih 
lokalizacije katepsina znotraj celice. 
 
5.3 NEVRODEGENERACIJA SPODBUJENA Z VNETJEM  
 
Vnetje živčnega sistema ima pomembno vlogo pri selektivnem propadu nevronov in 
motnjah povezanih z nevrodegenerativnimi boleznimi. Vnetni odziv je karakteriziran kot 
aktivacija celic mikroglije, ki se nahajajo v imunskem sistemu CŽS. Te se odzivajo na 
poškodbe nevronov in odstranijo poškodovanje celice s fagocitozo. V razmerah vnetja je 
mikroglija prekomerno aktivirana in izloča NO, reaktivne kisikove spojine, citokine, vse 
več pa je dokazov, da aktivirana mikroglija inducira sintezo in izločanje lizosomalnih 
katepsinov. Ti so pomembni vnetni posredniki, ki vnetje ojačijo (Nakanishi, 2003a). V več 
nevropatoloških stanjih s prisotnim kroničnim vnetjem, produkti vnetja, ki se sproščajo iz 
aktivirane mikroglije, lahko spodbujajo nevrodegeneracijo in prispevajo k izgubi nevronov 
(González-Scarano in Bultuch, 1999).  
 
Mikroglija ima lahko dvojno vlogo. Ojači učinke vnetja in posreduje pri celični 
degeneraciji ter ščiti centralni živčni sistem. Kontrola vnetnega odziva in zaviranje 
katepsina X v možganih bi bila tako pomembna pri preprečevanju in zdravljenju 
nevrodegenerativnih boleznih, ki so povezane s prekomerno aktivacijo mikroglije in 
posledično nevrotoksičnega vnetja (Fan in sod., 2015). 
 
Vzporedno z imunohistokemijo katepsina X na zgodnjih časovnih točkah smo v naši 
raziskavi le-to naredili tudi na pozni časovni točki, 4 tedne. Pri tem smo uporabili 
plavajoče rezine možganov 6-OHDA (po 2 rezini na žival, n=4). Pregled 
imunohistokemičnih vzorcev je pokazal delno zvišan nivo katepsina X v delu 
kompaktnega črnega jedra na 3 možganskih rezinah v posameznih celicah (slika 15). Na 
posameznih imunohistokemičnih rezinah za katepsin X v časovni točki 4 tedne smo opazili 
močno zvišanje nivoja izražanja katepsina X v območju injiciranja 6-OHDA v črnem jedru 
(slika 14). Spremembo smo izmerili tudi z metodo encimske kinetike na zmrznjenih 
rezinah, ki je pokazala signifikantno razliko povečane aktivnost encima na strani injiciranja 
6-OHDA. Ker je po 4 tednih od injiciranja 6-OHDA v možgane pričakovana skoraj 
popolna izguba dopaminskih celic, povečanega izražanja in aktivnosti katepsina X v 
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nevronih nismo pričakovali. Ker so rezultati kljub temu pokazali razliko v aktivnosti 
encima, to pomeni, da je do povečane aktivnosti prišlo v ne-živčnih celicah, kar nakazuje 
na sekundarno povečanje aktivnosti katepsina X, ki je verjetno povezano z vnetjem. 
 
Povezavo vnetja in katepsinov so v drugih raziskavah našli tudi v primeru odziva na 
lipopolisaharid (LPS). Ta inducira celično smrt dopaminskih nevronov preko aktivacije 
mikroglije, kjer so našli povečano izločanje katepsinov S in X (Petanceska in sod., 1994; 
Pišlar in sod., 2017). Podobno LPS inducira tudi izražanje in sproščanje katepsinov B in C 
(Wendt in sod., 2009). Vpliv samega vnetja na nevrodegeneracijo sta pokazala že 
González-Scarano in Baltuch (1999). Stichel in Luebbert (2007) pa nakazala na 
vključenost katepsinov S in X pri vnetju povezanim s staranjem. Tudi vzorec njegove 
lokalizacije nakazuje na vključenost v procese vnetja (Obermajer in sod., 2008b, Jevnikar 
in sod., 2011).  
 
Naša opažena zvišanja nivoja katepsina X v pozni časovni točki na denervirani strani 
potrjujejo domneve, da je le-ta vključen v nevrodegeneracijo, spodbujeno z vnetjem. 
Rezultati tako sledijo trendom trenutno že znanih informacij o vpletenosti vnetja v procesih 
nevrodegeneracije, in ker je vnetje je napredujoč dejavnik, ki prispeva k zgodnjemu 
razvoju Parkinsonove bolezni, ti ponujajo iztočnice za nadaljnje raziskave z dodatnimi 
metodami 
 
Naša raziskava se je osredotočila na raziskovanje encima, ki je eden najmanj poznanih v 
skupini katepsinov, in na področje njegovega delovanja, ki je ravno tako še ne popolnoma 
znano, to je področje delovanja v možganih v patološkem stanju. V raziskavi smo potrdili 
vpliv 6-OHDA na propad dopaminskih celic v črnem jedru in pokazali, da je v propad 
nevronov vključen katepsin X. Pokazali smo zvišan nivo encima v striatumu in črnem 
jedru na 6-OHDA denervirani strani možganov v zgodnjih fazah degeneracije. V črnem 
jedru smo izmerili tudi povečano aktivnost encima. V pozni fazi (4 tedne) pa smo opazili 
zvišan nivo izražanja katepsina X v območju injiciranja 6-OHDA, kar nakazuje na vlogo 
katepsina X v vnetnem procesu, ki spodbuja nevrodegeneracijo.  Katepsin X se namreč 
pod vplivom vnetnih dejavnikov povečano izraža, je pa tudi sam vpleten v mehanizem 
vnetnega procesa, saj je inhibicija katepsina X zmanjšala aktivacijo mikroglije in 
sproščanje vnetnih dejavnikov (Pišlar in sod., 2017).  
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6 SKLEPI 
 
 Nevrotoksin 6-OHDA povzroči propad dopaminskih nevronov v črnem jedru. 
 
 Prenos western je pokazal povečano izražanje katepsina X v striatumu v časovni točki 
12 ur po injiciranju 6-OHDA. 
 
 Z metodo imunohistokemije smo v zgodnjih časovnih točkah na strani lezije zaznali 
povečan nivo proteina katepsin X. Njegov nivo je bil najvišji v časovni točki 12 ur po 
injiciranju 6-OHDA in je v točki 24 in 48 ur upadel. 
 
 Aktivnost katepsina X je v vseh časovnih točkah na strani lezije večja glede na 
kontrolno. 
 
 Z metodo imunohistokemije v pozni časovni točki (4 tedne) po injiciranju 6-OHDA 
smo pokazali močno povečan nivo proteina katepsina X v območju injiciranja 6-
OHDA in v posameznih celicah v območju črnega jedra. Domnevamo, da gre za 
povečano izražanje v povezavi z vnetjem. Za dodatno potrditev bi bilo nadalje 
potrebno narediti dodatne raziskave. 
 
 Z dvojno imunofluorescenco smo potrdili prisotnost katepsina X v dopaminskih 
nevronih v zgodnji časovni točki 12 ur po injiciranju 6-OHDA. Pokazali smo tudi 
kolokalizacijo katepsina X in LAMP-1 v zgodnji časovni točki, kar potrjuje prisotnost 
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7 POVZETEK 
 
Naraščajoči dokazi o vplivu katepsinov na vnetje povečujejo zanimanje za temeljitejše 
razumevanje njihove vloge v fizioloških in patoloških procesih. Čeprav je znanih 
katepsinov veliko, pa so informacije o njihovem izražanju, regulaciji in delovanju v 
možganih še nepopolne. Katepsin X je nedavno odkrit encim, za katerega raziskave kažejo, 
da ima pomembno vlogo pri degenerativem procesu tekom normalnega staranja in 
patoloških stanj. Pišlar s sodelavci (2014) je v svoji študiji raziskala potencialno vlogo 
katepsina X na celičnem nivoju pod vplivom nevrotoksina 6-OHDA. Rezultati študije na 
celičnih kulturah so dali dokaze, da je encim vpleten v degeneracijo dopaminskih nevronov 
inducirano s 6-OHDA in, da zaviranje encima ščiti celice pred propadom. Namen naše 
naloge je bil rezultate in vitro potrditi še in vivo. V naši študiji smo raziskali vpliv 6-
OHDA na nivo katepsina X v črnem jedru na podganjem modelu za PB. 
  
V nigrostriatno pot podganjih možganov smo unilateralno injicirali 6-OHDA in živali 
žrtvovali v različnih časovnih razmikih (12, 24 in 48 ur ter 4 tedne od injiciranja 6-
OHDA). Na možganskih rezinah smo z metodo imunohistokemije lokalizirali TH in 
katepsin X, s čimer smo želeli potrditi propad dopaminskih nevronov pod vplivom 6-
OHDA. Nato smo z metodo štetja preverili nivo katepsina X v črnem jedru. V predhodnem 
poskusu smo s prenosom western ugotavljali izražanje katepsina X v striatumu. Za analizo 
lokalizacije katepsina X v nevronskih celicah črnega jedra smo uporabili metodo 
imunofluorescenčnega barvanja. Ugotavljali smo kolokalizacijo TH in katepsina X ter 
LAMP-1, označevalca  lizosomov, in katepsina X. 
 
Z rezultati smo potrdili vpliv nevrotoksina 6-OHDA na propad dopaminskih nevronov. 
Pokazali smo povečano aktivnost katepsina X na denervirani strani črnega jedra, pri čemer 
pa je bila le-ta statistično značilna le po 4 tednih injiciranja s 6-OHDA. Z 
imunohistokemično analizo smo pokazali tudi zvišan nivo izražanja katepsina X na strani 
lezije pri vseh časovnih točkah injiciranja 6-OHDA. Rezultati štetja celic s povečanim 
nivojem encima so pokazali spremembo njegovega nivoja izražanja na 6-OHDA strani, v 
najbolj zgodnji točki našega poskusa (12 ur po injiciranju 6-OHDA), to je v začetni fazi 
propadanja nevronskih celic. Z imunofluorescenčnim barvanjem smo 12 ur po injiciranju s 
6-OHDA pokazali katepsin X v nevronih, 48 ur po injiciranju s 6-OHDA pa ugotovili 
visok nivo katepsina X v lizosomalnih veziklih. Povečan nivo katepsina X smo opazili tudi 
v pozni časovni točki 4 tedne po injiciranju s 6-OHDA za katero predpostavljamo, da gre 
za vnetni odziv, povezan z  nevrodegeneracijo. Naši rezultati se skladajo z domnevo, da 
ima katepsin X vlogo v patološkem procesu propadanja živčnih celic.  
 
Namen naše naloge je bil potrditi prisotnost katepsina X v živčnih celicah, kar smo tudi 
dokazali. Kako velika pa je njegova vloga pri procesu propadanja dopaminskih nevronov 
in posledično pri napredovanju Parkinsonove bolezni bo potrebno ugotoviti z dodatnimi 
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raziskavami. Izražanje in aktivnost katepsina X sicer nista izrazito velika, kar bi mogoče 
lahko razložili z vplivom delovanja več katepsinov hkrati, vendar bi slednje morali potrditi 
z dodatnimi raziskavami. V začetni fazi oziroma fazi spodbujene apoptoze je možen vpliv 
še drugih katepsinov ali pa obrambni mehanizmi zavirajo delovanje katepsina X. V 
kasnejši fazi pa se nivo encima zviša verjetno zaradi posledic vnetja. 
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